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V okviru doktorskega dela sem razvil in validiral enostavno, poceni in občutljivo 
metodo za direktno določanje devetih analitov iz štirih skupin spojin v pijačah. Analite 
sem izbral na podlagi identifikacije v predhodno izvedeni migracijski študiji na 
polimernih tesnilih kronskih zamaškov in verjetnosti njihove prisotnosti v realnih 
vzorcih kot posledice migracije iz materialov za stik z živili. Spojine sem 
predkoncentriral s pomočjo mikroekstrakcije na trdno fazo (SPME) in jih analiziral s 
plinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno spektrometrijo (GC-MS/MS).  
Pri svojih raziskavah sem optimiziral naslednje SPME parametre: izbira stacionarne 
faze vlakna, vpliv dodatka NaCl, vpliv časa in temperature ekstrakcije ter vpliv matrice. 
V povezavi s slednjim sem s preprosto metodo GC-FID spremljal preostanek 
organskega topila v vzorcih in analiznih raztopinah. Ugotovil sem, da je z uporabo ultra 
inertne modifikacije stacionarne faze HP-5 kolone mogoče polarne spojine (parabene) 
določati brez derivatizacije, kar je ena izmed bistvenih prednosti razvite metode. 
Dokazal sem, da je cenovno dostopna kemikalija fenil diklorofosfat kot interni standard 
primerljiva in celo boljša alternativa izotopsko označenim analogom analitov. Meje 
zaznave metode SPME-GC-MS/MS so bile v območju 0,005 – 0,2 µg/L, relativni 
standardni odmiki v območju 0,8 – 5,4 % in točnost določitve za posamične analite 98 – 
109 %.  
V steklenicah, ki sem jih zaprl s kronskimi zamaški, sem izvedel migracijsko študijo v 
različnih topilih in modelnih raztopinah za preverjanje migracije iz embalaže, pri kateri 
sem izpostavil vzorce na 50 °C za dobo šestih mesecev in dokazal prehajanje nekaterih 
analitov v raztopine. Izvedel sem tudi migracijsko študijo s plastičnim fermentorjem, pri 
kateri sem z vzorčenjem ob  različnih časovnih točkah dokazal, da je prisotnost 
butiliranega hidroksitoluena posledica migracije s kontaktne površine posode v modelno 
raztopino. Analiziral sem komercialno dostopne in domače vzorce alkoholnih pijač in 
kisov različnih starosti, v katerih sem določil tako sledove kot tudi večje koncentracije 
vseh analitov, razen terc-butilhidrokinona in tris(2-butoksietil)fosfata. 
 
Ključne besede: materiali za stik z živili, kontaktna embalaža, migriranje spojin, 
SPME, GC-MS/MS, parabeni, fenolni antioksidanti, plastifikatorji  
Abstract 
 
In the present work, the development and validation of a simple, low-cost and sensitive 
method for the direct determination of nine analytes in beverages belonging to four 
types of compounds, is reported. The analytes were chosen based on a preliminary 
migration study conducted on crown cap polymer liners and on the probability of their 
occurence in real samples as a consequence of migration. The analytes were 
preconcentrated using solid-phase microextraction (SPME) and analyzed by gas 
chromatography – tandem mass spectrometry (GC-MS/MS).  
The following SPME parameters were optimized: fiber stationary phase selection, NaCl 
addition effect, extraction time and temperature effects, and the matrix effect. With 
respect to the latter, a simple GC-FID method was implemented for the monitoring of 
organic solvent residues in samples and analytical solutions. By using GC column with 
novel stationary phase (ultra inert modification of a HP-5) it is possible to analyze more 
polar compounds directly without a derivatization step, which is considered as one of 
the important advantages of the developed method. The affordable compound phenyl 
dichlorophosphate was proven to be not only comparable, but even a better alternative 
to isotopically labeled analogues as internal standards. The LODs of the SPME-GC-
MS/MS method were in the range of 0.005 – 0.2 µg/L, the relative standard deviations 
0.8 – 5.4 %, and the mean accuracies (recoveries) of determination 98 – 109 %. 
A migration study at 50 °C in a timespan of 6 months was conducted in bottles filled 
with various model solutions for migration testing and closed with crown caps. A 
migration study was also performed in a plastic fermenter where butylated 
hydroxytoluene was proven to migrate from the contact surface of the fermenter. 
Commercially available and homemade alcoholic beverages and vinegars were 
analyzed. Traces and larger concentrations of all the analytes with the exception of tert-
butyl hydroquinone and tris(2-buthoxyethyl)phosphate were detected. 
 
Keywords: food contact material, contact embalage, migration of compounds, SPME, 
GC-MS/MS, parabens, phenolic antioxidants, plasticizers 
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 Seznam simbolov in okrajšav 
 
BHA  butiliran hidroksianizol (ang. butylated hydroxyanisole) 
BHT  butiliran hidroksitoluen (ang. butylated hydroxytoluene) 
BP  butilparaben (ang. butyl paraben) 
BPA  bisfenol A (ang. bisphenol A) 
CAR/PDMS karboksen/polidimetilsiloksan (ang. carboxen/polydimethylsiloxane) 
CE  trkovna energija (ang. collision energy) 
dBHT 2,6-di(terc-butil-d9)-4-metil(fenol-3,5,O-d3) (ang. 2,6-di(tert-butyl-d9)-4-
methyl(phenol-3,5,O-d3) 
DI  potopitev v raztopino (ang. direct immersion) 
DK  delovna koncentracija 
ES  Evropski parlament in svet 
EI  elektronska ionizacija (ang. electron impact ionization) 
EP  etilparaben (ang. ethyl paraben) 
FID  plamensko ionizacijski detektor (ang. flame ionization detector) 
GC   plinska kromatografija (ang. gas chromatography) 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high performance 
liquid chromatography) 
HRMS masna spektrometrija visoke ločljivosti (ang. high-resolution mass 
spectrometry) 
HS  nadprostor (ang. headspace) 
ICH Mednarodna konferenca o usklajevanju tehničnih zahtev za pridobitev 
dovoljenja za promet z zdravilom za ljudi (ang. International Council for 
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for 
Human Use) 
IS  interni standard (ang. internal standard) 
ITX  izopropiltioksanton (ang. isopropylthioxanthone) 
LC  tekočinska kromatografija (ang. liquid chromatography) 
LDPE  polietilen nizke gostote (ang. low-density polyethylene) 
LOD  meja zaznave (ang. limit of detection) 
LOQ  meja določitve (ang. limit of quantitation) 
MMI  injektor z več načini injiciranja (ang. multimode inlet) 
MP  metilparaben (ang. methyl paraben) 
MQ  milliQ voda 
MS  masna spektrometrija (ang. mass spectrometry) 
MS/MS, QQQ tandemska masna spektrometrija (ang. tandem mass spectrometry) 
n.z.  ne zaznam 
NBBS  N-butilbenzensulfonamid (ang. N-butyl benzenesulfonamide) 
OECD Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (angl. Organisation 
for economic co-operation and development 
PA  poliakrilat (ang. polyacrylate) 
PDCP  fenil diklorofosfat (ang. phenyl dichlorophosphate) 
PDMS  polidimetilsiloksan (ang. polydimethylsiloxane) 
PDMS/DVB polidimetilsiloksan/divinilbenzen (ang. 
polydimethylsiloxane/divinylbenzene) 
PP  propilparaben (ang. propyl paraben) 
PTFE  politetrafluoroetilen (ang. polytetrafluoroethylene) 
qTOF  masni analizator na osnovi časa preleta (ang. time of flight) 
RSD  relativni standardni odmik (ang. relative standard deviation) 
SBSE  ekstrakcija na mešalo s sorbentom (ang. stir bar sorptive 
extraction) 
SIM snemanje izbranih ionov (ang. selected ion monitoring) 
SPE  ekstrakcija na trdno fazo (ang. solid phase extraction) 
SRM  spremljanje izbranih prehodov (ang. selected reaction monitoring) 
TBEP  tris(2-butoksietil)fosfat (ang. tris(2-butoxyethyl) phosphate) 
TBHQ  terc-butilhidrokinon (ang. tert-butyl hydroquinone) 
TIC  kromatogram vseh ionov (ang. total ion chromatogram) 
tR  retencijski čas (ang. retention time) 
UI  ultra inertna (ang. Ultra Inert) 
UV  ultra-vijoličen (ang. ultraviolet)  
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1 Pregled področja  
1.1 Embalaža 
1.1.1 Polimerni materiali in aditivi 1–3 
V vsakodnevnem življenju se s polimernimi materiali srečujemo praktično na vsakem 
koraku. Mnoge aktivnosti temeljijo zgolj in izključno na plastičnih izdelkih, zato si je 
življenje brez njih težko predstavljati. V katero smer bi se razvijala in kako bi delovala 
avtomobilska industrija, v kolikor bi bili odbijači, armaturne plošče, krmila in še vsa 
dodatna oprema izdelani iz izključno naravnih materialov? Kje bi se ustavil napredek in 
kako bi nam lahko še pomagala medicina, če nam ne bi nudila modernih endoprotez, 
kardiovaskularnih vsadkov ter injekcij in infuzij za enkratno uporabo? Bi bil razvoj 
komunikacijske, zabavne in znanosti namenjene tehnologije, kot jo poznamo danes, 
sploh mogoč?  
Plastične izdelke tvori nek osnovni polimer, ki mu je dodana kompleksna mešanica 
materialov s skupnim imenom aditivi. Brez slednjih plastika kot takšna ne bi obstajala, 
saj so polimeri sami po sebi nestabilni in slabo odporni proti zunanjim dejavnikom. Ne 
samo to, polimeri brez kakršnih koli aditivov sploh ne bi bili uporabni, saj bi bili krhki, 
lomljivi in neprimerni za kakršno koli nadaljnjo obdelavo. S pomočjo aditivov 
dosežemo, da so plastični izdelki varnejši, čistejši, odpornejši, barvitejši in na dolgi rok 
tudi cenejši. Na kakšen način torej aditivi izboljšajo kakovost končnih izdelkov?  
S pomočjo plastifikatorjev, ki se jih dodaja v začetnih proizvodnih fazah, se glede na 
fizikalne in kemijske lastnosti polimera optimizira oblikovanje in procesiranje 
plastičnega materiala. Nekateri plastični materiali zaradi večje viskoznosti in lepljivosti 
ravno tako predstavljajo izzive v proizvodnih procesih, zato se za zmanjšanje omenjenih 
težav dodaja maziva oziroma lubrikante, ki izboljšajo drsnost, zmanjšajo obrabo 
plastičnih delov in omogočajo boljše ločevanje izdelka od kalupa. Večina plastičnih 
materialov se obdeluje pri visokih temperaturah, kar lahko negativno vpliva na nekatere 
strukturne lastnosti, zato se za povečanje življenjske dobe in zmanjšanje oksidacijske 
razgradnje dodaja antioksidante. Dodajanje barvil oziroma pigmentov ne izboljša le 
atraktivnosti nekega izdelka, ampak se lahko kaže tudi kot dodana vrednost pri zaščiti 
(npr. zaščita pred svetlobo). Z dodatki za povečanje udarne žilavosti se zmanjša 
verjetnost nastanka poškodb in razpok, ki lahko nastanejo kot posledica zunanjih 
dejavnikov. Z dodajanjem zaviralcev gorenja se zmanjša verjetnost vžiga nekega 
plastičnega materiala in posledično poveča tudi naša varnost. Ker je večina plastičnih 
materialov neprevodnih, se jih uporablja kot sestavne dele elektronskih naprav, ki pa 
ravno zaradi svoje neprevodnosti privlačijo umazanijo in prašne delce. Aditivi, ki 
slednje preprečujejo, sodijo v družino antistatikov, ki se jih lahko dodaja tudi za lažje 
ločevanje plasti folij. 
Aditivi sicer niso poceni, vendar se z njihovo pomočjo ne zmanjša le proizvodnih 
stroškov in podaljša življenjsko dobo produkta, temveč na dolgi rok prihrani tudi veliko 
denarja in ohranja dragocene naravne materiale. V kolikor ne bi poznali in uporabljali 
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procesov, ki osnovne polimere s pomočjo aditivov pretvorijo v uporabne produkte, bi 
bil naš vsakdanjik manj varen, bistveno dražji in tudi bolj dolgočasen.   
1.1.2 Prehajanje aditivov v živila 
Kljub svoji nepogrešljivi vlogi in mnogim pozitivnim lastnostim pa imajo aditivi tudi 
temnejšo plat, ki do izraza prihaja predvsem v zadnjih nekaj letih. Aditivi so večinoma 
manjše spojine, ki niso kemijsko vezane v strukturo polimera, zato lahko prosto 
prehajajo iz plastičnega materiala v okolje4. Pojav je še posebej problematičen v živilski 
industriji, kjer se plastični materiali uporabljajo za namen skladiščenja in zaužitja 
izdelkov, zato lahko aditivi migrirajo neposredno v živilo, preko katerih jih nato 
vnesemo v naš organizem5. Zaradi svoje kontroverznosti med medijsko najbolj 
izpostavljene aditive sodijo spojine iz skupine bisfenolov6–8 (Slika 1) in ftalatov9–11, ki 
pa še zdaleč niso edine spojine, ki se v nekem živilu lahko pojavijo kot posledica stika s 
kontaktno embalažo2.  
 
Slika 1: Oznaka BPA free embalaže, ki postaja vse bolj popularna na račun ozaveščanja 
javnosti o škodljivosti bisfenolov12. 
 
Med afere, ki so dodobra pretresle živilsko industrijo, sodi odkritje prisotnosti 
fotoiniciatorja izopropiltioksantona (ITX) v hrani za dojenčke leta 2005. Zaradi 
slednjega so samo v Italiji s trga odpoklicali skupno več kot 30 milijonov litrov 
izdelkov in zaostrili regulativo na področju uporabe, določevanja in zgornjih dovoljenih 
količin fotoiniciatorjev v embalaži. Poleg tega pa se je zraven odpoklica zgodba razvila 
še v škandal političnih razsežnosti in medsebojnega prelaganja odgovornosti med 
proizvajalcem hrane, proizvajalcem embalaže in za področje odgovornim 
ministrstvom13–15.  
Še en primer je zaznava sledov 4-metilbenzofenona v kosmičih. Na podlagi urgentno 
izvedenih raziskav, pri katerih so velik del rezultatov ekstrapolirali kar iz 4-
metilbenzofenonu sorodnega benzofenona, se je migrirajoče onesnaževalo izkazalo kot 
negenotoksičen karcinogen. Slednji se je v kosmičih pojavil kot posledica migracije iz 
kartonaste embalaže, za proizvodnjo katere ga pogosto uporabljajo kot fotoiniciator. 
Kljub temu, da naj kratkotrajna izpostavljenost 4-metilbenzofenonu glede na rezultate 
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toksikoloških študij ne bi bila kritična, je tudi ta škandal bistveno vplival na ozaveščanje 
o problematiki migrirajočih aditivov16–19. 
 
Slika 2: Direktiva komisije 80/590/EGS je že leta 1980 uvedla znak na materialih in 
izdelkih, namenjenih za stik z živili20. 
 
Primernost, skladnost in varnost nekega materiala in izdelka, namenjenega za uporabo v 
živilski industriji, v EU zagotavljajo smernice, ki jih predpisuje Evropska unija. Načelo, 
na katerem temelji točka 3 v Uredbi Evropskega parlamenta in sveta (ES) št. 1935/2004, 
je to, da mora biti vsak material ali izdelek, ki prihaja z živili v neposreden ali posreden 
stik, dovolj inerten, da njegove sestavine ne prehajajo v živila v takih količinah, ki bi 
lahko ogrožale zdravje ljudi ali povzročale nesprejemljive spremembe v sestavi živil 
oziroma poslabšale njihove organoleptične lastnosti (Slika 2)20. Za zagotavljanje 
skladnosti nekega plastičnega materiala z omenjenimi smernicami se izvede migracijsko 
testiranje in določi specifična migracija. Slednje se izvaja v t. i. modelnih raztopinah, ki 
naj bi bile po fizikalnih in kemijskih lastnostih primerljive z živilom, katerega 
skladiščenju so namenjene (Tabela 1).  
 
Tabela 1: Seznam modelnih raztopin za živila20 
 
modelna raztopina za živilo okrajšava20 
etanol 10 % (v/v) modelna raztopina A 
ocetna kislina 3 % (m/v) modelna raztopina B 
etanol 20 % (v/v) modelna raztopina C 
etanol 50 % (v/v) modelna raztopina D1 
rastlinsko olje modelna raztopina D2 
poli(2,6-difenil-p-fenilen oksid) modelna raztopina E 
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V modelnih raztopinah A, B in C se testira živila s hidrofilnimi lastnostmi, ker 
omogočajo ekstrakcijo hidrofilnih spojin. Z modelno raztopino B testiramo živila, 
katerih pH vrednost je nižja od 4,5. Z modelno raztopino C testiramo alkoholna živila z 
vsebnostjo alkohola (etanola) do 20 % in živila, ki so zaradi večjih količin organskih 
snovi bolj lipofilna. V modelnih raztopinah D1 in D2 preverjamo migracijo v živila z 
lipofilnimi lastnostmi, saj omogočata ekstrakcijo lipofilnih spojin. Modelna raztopina 
D1 se sicer lahko uporablja tudi za alkoholna živila z vsebnostjo alkohola nad 20 % in 
za olje v emulzijah vode. Modelna raztopina D2 se uporablja za živila, ki vsebujejo 
proste maščobe na svoji površini. Modelna raztopina E se uporablja za testiranje 
specifične migracije v suha živila21.  
Glede na sorodno tematiko je smiselno izpostaviti še področje izvlečkov in izlužkov 
(ang. extractables and leachables), ki je analogno področje raziskovanja in kontrole 
neželenega prehajanja aditivov in razgradnih produktov iz materialov za stik 
farmacevtskimi preparati. V primerjavi z regulativo za živilsko industrijo je regulativa 
za farmacevtsko industrijo glede same izvedbe testiranja trenutno še bolj ohlapna in 
omogoča prosto izbiro načina in izvedbe migracijskih študij. Po drugi strani pa je 
področje izvlečkov in izlužkov bistveno strožje glede konkretne identifikacije, zaznave 
in maksimalnih dovoljenih vsebnosti detektiranih nečistot. V kolikor je le mogoče, 
regulatorne oblasti pričakujejo točne strukture, toksikološke ocene in na podlagi 
slednjih tudi zagovor proti morebitni redni kontroli zaznanih nečistot. Izvlečki (ang. 
extractables) so vse komponente, ki jih pod kontroliranimi eksperimentalnimi pogoji 
lahko ekstrahiramo iz embalaže. Analogno so izlužki (ang. leachables) komponente, ki 
tekom življenjskega cikla izdelka dejansko migrirajo iz embalaže v izdelek pod 
normalnimi pogoji shranjevanja in so odvisne tudi od sestave in lastnosti izdelka v 
embalaži. Za uspešno kontrolo izvlečkov in izlužkov je ključnega pomena poznavanje 
najpogostejših tipov spojin in elementov, ki se v odvisnosti od tipa embalaže in izdelka 
lahko pojavijo kot izlužki. Izbrana embalaža mora biti primerna in varna za izdelek, 
njeno primernost pa potrdimo z ustrezno študijo. Za učinkovito vodenje in izpeljavo 
eksperimentalne študije izvlečkov je potrebna racionalna implementacija in 
razumevanje pomena različnih analiznih tehnik, ki jih nato v nadaljnji fazi uporabimo 
tudi pri določevanju in kontroli izlužkov v končnih izdelkih. Ko imamo enkrat na voljo 
vse eksperimentalne podatke o zaznanih spojinah, moramo na podlagi ocene 
toksikologa in predvidenega dnevnega vnosa posamične spojine sprejeti nadaljnje 
ukrepe. Če vsebnost ene ali več spojin v končnem izdelku presega varno mejo za 
določen tip spojin, je potrebna zamenjava embalaže, saj je izdelek z varnostnega stališča 
neustrezen. Spojine oziroma elemente, katerih vsebnosti se gibljejo v bližini 
sprejemljivih meja, je potrebno redno spremljati in kontrolirati. Spojin, ki s 
toksikološkega vidika niso kritične oziroma so njihove vsebnosti pod sprejemljivo mejo, 
ni potrebno redno spremljati.  
Predstavljajmo si ceno našega vsakdanjega življenja, v kolikor bi bilo potrebno vsako 
živilo in pripadajočo embalažno enoto pred začetkom prodaje testirati v podobnem 
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obsegu in s podobno mero kritičnosti, kot je to zahtevano pri farmacevtskih 
preparatih22–25. 
  





Alkilni estri p-hidroksibenzojske kisline, bolj znani pod skupnim imenom parabeni, se 
kot protimikrobna sredstva uporabljajo v prehrambeni industriji, farmacevtskih 
preparatih in kozmetičnih izdelkih26,27. Najpogosteje uporabljeni parabeni so 
metilparaben, etilparaben, n-propilparaben, izopropilparaben, n-butilparaben, 
izobutilparaben in benzilparaben. Daljša kot je alkilna veriga, večja je protimikrobna 
aktivnost nekega parabena28. Ker topnost parabenov v vodi pada z naraščajočo dolžino 
alkilne verige, je njihova uporaba v zgoraj omenjenih panogah omejena (Tabela 2)29. Za 
doseganje učinkovitega protimikrobnega delovanja se navadno uporablja mešanice 
različnih parabenov glede na specifične lastnosti vsakega izmed njih30. Najpogosteje 
uporabljena mešanica je kombinacija metilparabena in propilparabena31. 
Popularnost parabenov kot prezervativov je predvsem posledica širokega spektra 
protibakterijskega učinkovanja, kemijske stabilnosti, biorazgradljivosti in nizke cene32. 
Tabela 2: Strukture, logKow, pKa, vodotopnost33 in izračunane varne meje za 100 mL 
živila za nekatere parabene. 
 
 metilparaben etilparaben n-propilparaben n-butilparaben 
struktura 
    
logKow  
(pri pH 7) 
1,86 2,37 2,88 3,38 
pKa 8,31 8,31 8,23 8,22 
topnost v 
vodi 
5600 mg/L 2500 mg/L 1200 mg/L 540 mg/L 
varna meja  250 ppm 250 ppm 20 ppm 20 ppm 
 
Uporaba parabenov v živilski industriji sega že v prvo polovico 20. stoletja in je do 
začetka 21. stoletja še naraščala28. Parabene dodajajo v procesirano zelenjavo, maščobe 
in olja, prelive, umetna sladila, ekstrakte kave, sadne sokove, kisle kumarice, omake, 
zamrznjene mlečne izdelke in še mnoge druge izdelke. Koncentracije parabenov v hrani 
znašajo med 0,45 – 2 g/kg28. Parabeni se hitro absorbirajo človeški organizem, kjer jih 
metabolizem pretvori v p-hidroksibenzojsko kislino. Slednja je manj toksična od 
parabenov, za katere se je predvsem v zadnjih letih izkazalo, da so zdravju škodljivi, 
zato je njihova uporaba regulirana v mnogih državah34. Evropska unija dovoljuje 
količine posamičnih parabenov v kozmetičnih izdelkih do 0,4 % (w/w) in vsoto 
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celokupnih parabenov do 0,8 % (w/w)35,36. Parabeni predstavljajo težavo predvsem v 
kozmetičnih izdelkih, saj slednjih ne zaužijemo, posledično se ne metabolizirajo v p-
hidroksibenzojsko kislino, pač pa ostanejo v svoji prvotni obliki. 
1.2.1.1 Toksičnost parabenov 
Znanstveni odbor za varstvo potrošnikov Evropske unije je že večkrat izdal mnenje, da 
so parabeni oziroma p-hidroksibenzojska kislina in njene soli v kozmetičnih izdelkih 
lahko prisotni v prej omenjenih količinah, na podlagi dodatnih izračunov pa bi morala 
biti koncentracija butilparabena znižana na končnih 0,19 %34. Po podatkih, dostopnih na 
Evropski agenciji za kemikalije, metilparaben ni ne mutagen ne genotoksičen, prav tako 
pa naj na podlagi testov, izvedenih na podganah in miših, ne bi bil karcinogen in naj ne 
bi vplival na razmnoževanje. Študije na nekaterih vodnih organizmih so nakazovale, da 
bi lahko deloval kot motilec endokrinega sistema, zato je Evropska agencija za 
kemikalije prijavitelja spojine napotila k izvedbi dodatnih raziskav, ki bi omenjeno 
problematiko pomagale razjasniti37. Tudi za etilparaben je na predlog Evropske agencije 
za kemikalije potrebno izvesti dodatne študije v zvezi z možnostjo estrogene aktivnosti, 
saj naj bi pri etilparabenu prihajalo tudi do povečane tvorbe progesterona in pa možnosti 
za nastanek raka dojk. Rezultati in vitro genotoksičnih študij, kot je npr. Amesov test, 
za etilparaben ne kažejo mutagenega potenciala, ravnov tako in vivo študije, vendar je 
pri slednjih potrebno vzeti v zakup dejstvo, da so pri teh na etilparaben le ekstrapolirali 
podatke, pridobljene za metilparaben38. Pri propilparabenu je bilo v in vitro kot v in vivo 
študijah mogoče zaznati, da deluje po enakem principu kot ostale spojine iz skupine 
endokrinih motilcev. Zato je Evropska agencija za kemikalije v letu 2017 zahtevala 
izvedbo vsaj treh dodatnih študij (razširjene eno-generacijske reproduktivne študije s 
podganami (OECD 443), reprodukcijski test z Daphnia magna (OECD 211) in test 
spolnega razvoja rib (OECD 234)), s katerimi bi bilo mogoče ugotoviti, kako 
propilparaben vpliva na razmnoževanje in predvsem to, ali je endokrini motilec39,40. 
Podatke, pridobljene za propilparaben, je z večjo verjetnostjo mogoče ekstrapolirati tudi 
na butilparaben41. Moč endokrinega delovanja parabenov naj bi bila odvisna predvsem 
od dolžine alkilne verige. Daljša kot je alkilna veriga, večja naj bi bila verjetnost, da je 
paraben tudi endokrini motilec, ker se z daljšo alkilno verigo veča vezavna aktivnost na 
estrogeni receptor. p-Hidroksibenzojska kislina kot glavni metabolit parabenov ne 
izraža toksičnih lastnosti. In silico analiza s programsko opremo Derek42, Sarah43 in 
Leadscope44 za nobenega izmed parabenov ne pokaže mutagenega potenciala. V 
primeru, da se parabeni v nekem živilu oziroma pijači pojavijo kot posledica migracije 
iz zamaška, znašajo dovoljene varne meje, upoštevajoč 100 mL živila: 250 ppm za 
metil- in etilparaben ter 20 ppm za propil in butilparaben34,45–47. 
Parabene povezujejo z rakom na dojkah in vnetji kože48. Kot že omenjeno, rezultati 
raziskav, objavljeni v strokovni literaturi, nakazujejo na to, da parabeni vseeno lahko 
delujejo tudi kot motilci endokrinega sistema, vplivajo na nivoje estrogena, zvišujejo 
tveganje za nastanek raka na dojkah in zmanjšujejo plodnost pri moških49–53. 
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1.2.1.2 Določevanje parabenov 
Parabene najdemo tudi v t. i. aktivni embalaži  (embalaži s protimikrobno zaščito), iz 
katere počasi migrirajo in zaradi svojih protimikrobnih lastnosti ohranjajo svežino 
živila54,55. Zaradi omenjene migracije obstaja velika verjetnost, da se parabeni 
akumulirajo na površini embalaže, oziroma prehajajo direktno v živilo56,57.  
Določevanje parabenov v različnih vzorcih je dobro raziskano. V literaturi sta 
najpogosteje omenjeni tehniki za določevanje sledov tekočinska kromatografija (LC) in 
tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC), sklopljeni z ultra-vijoličnim (UV) 
detektorjem ali masnim spektrometrom (MS). González-Mariño s sodelavci je 
predstavil dve metodi za določevanje parabenov. Slednje je določeval v vzorcih 
odpadnih voda s pomočjo tekočinske kromatografije, sklopljene z masnim 
analizatorjem na osnovi časa preleta (qTOF)58 in v vzorcih vode z LC-MS s tehniko 
elektrorazprševanja51. Določevanja parabenov v vzorcih sline in komercialnih zobnih 
past s HPLC-UV se je lotil Zotou s sodelavci59. Meje zaznave LC metod v omenjenih 
delih se gibljejo med 0,004 – 0,2 μg/L. Raziskavi, ki sta ju predstavila Chung 56 in Lu s 
sodelavci57 predstavljata edini metodi, ki določujeta parabene v modelnih raztopinah kot 
posledici migracijskega testiranja, vendar v nobenem izmed člankov ni podanih meja 
zaznave oziroma določitve. Zaradi njihovih relativno visokih vrelišč in polarnih 
lastnosti določevanje parabenov s plinsko kromatografijo običajno ne poteka direktno, 
ampak je za razvoj ustrezne, ponovljive in občutljive kromatografske metode potrebna 
pretvorba v bolj hlapne derivate. V literaturi je možno zaslediti določevanje parabenov z 
GC-FID, GC-MS in GC-MS/MS v vzorcih voda60–62, urina63,64, hišnem prahu65, prsti66 
in raznih trdnih vzorcih 30. Za pripravo in predkoncentriranje analitov se v literaturi 
omenjajo različni pristopi30,61,63–65, izmed katerih med modernejše sodita 
mikroekstrakcija na trdno fazo s tehniko nadprostora62 (HS-SPME) in mikroekstrakcija 
na trdno fazo s potopitvijo v raztopino60,61(DI-SPME). Z izjemo metode, ki jo je 
predstavil Farajzadeh s sodelavci30, je določevanje parabenov z GC potekalo preko 
derivatizacije do trimetilsililnih oziroma acetiliranih analogov. Meja zaznave v primeru 
direktnega določevanja je znašala 15 μg/L, v primeru dodatnega derivatizacijskega 
koraka pa je najnižja predstavljena meja zaznave znašala 0,004 μg/L, kar je približno 
4000-krat nižje.  
1.2.2 Sintetični fenolni antioksidanti 
Butiliran hidroksitoluen (BHT), butiliran hidroksianizol (BHA) in terc-butilhidrokinon 
(TBHQ) sodijo v skupino spojin, znano pod imenom sintetični fenolni antioksidanti. V 
živilski industriji se sintetični antioksidanti zaradi svoje zmožnosti lovljenja prostih 
radikalov uporabljajo za podaljševanje roka uporabe in ohranjanje svežine ter okusa. 
Lahko se jih dodaja neposredno ali, podobno kot v primeru parabenov, z namernim 
sproščanjem iz materialov za stik z živili67. BHT in BHA se v živilski industriji 
uporabljata že od petdesetih let prejšnjega stoletja, uporaba TBHQ pa je v EU dovoljena 
šele od leta 200468. Izmed navedenih antioksidantov je zaradi dobre stabilnosti pri višjih 
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temperaturah najbolj razširjen BHA. Dodaja se ga jedem, namenjenim cvrtju in peki. 
Uporablja se ga tudi kot prezervativ v suhih kosmičih, krompirjevih izdelkih, sladicah 
in brezalkoholnih pijačah69. Značilnost sintetičnih antioksidantov je njihovo 
sinergistično delovanje, saj so antioksidativne lastnosti najizrazitejše v tandemskih 
kombinacijah, npr. kot skupek BHT in BHA. Takšna kombinacija se dodaja tudi 
kozmetičnim produktom, zdravilom, embalaži in sintetičnim ter naravnim gumam70. 
Uporaba TBHQ je najbolj razširjena v proizvodni industriji, kjer ga dodajajo kot 
stabilizator nekaterim polimerom z namenom preprečevanja avtopolimerizacije, 
uporablja se ga pa tudi za stabilizacijo nenasičenih maščob. Njegova prednost je ta, da 
tudi v prisotnosti železa ne vpliva na spremembo okusa in vonja izdelka, ki mu je 
dodan69. Iz relativno visokih vrednosti logP in pKa je razvidno, da so BHT, BHA in 
TBHQ dobro topni v maščobah in zaradi prisotnosti fenolne skupine tudi v alkalnih 
medijih (Tabela 3). Razširjenost uporabe BHT, BHA in TBHQ za prej omenjene 
namene je posledica njihove stabilnosti, nizke cene in dostopnosti. 
Tabela 3: Strukture, temperature vrelišča, pKa, vodotopnost in izračunane varne meje za 
330 mL živila za BHT, BHA in TBHQ70. 
 
 BHT BHA TBHQ 
struktura 
   
TV 265 °C 264 °C 291 °C 
pKa 12,8 8,1 10,80 
topnost v vodi 66 mg/L netopen 3000 mg/L 
varna meja 26 ppm 26 ppm 350 ppm 
 
1.2.2.1 Toksičnost sintetičnih fenolnih antioksidantov 
Enako kot v primeru parabenov je tudi varnost sintetičnih antioksidantov predvsem v 
zadnjih letih pod vprašajem, saj jih novejše študije povezujejo s teratogenostjo in 
karcinogenostjo71,72. Ker je BHA v resnici mešanica dveh strukturnih izomerov, je 
potrebno izpostaviti, da je pri navajanju toksikoloških podatkov za BHA veliko 
nekonsistentnosti in nasprotujočih si informacij, saj se v literaturi brez smiselne razlage 
pogosto prepletajo poimenovanja 2-terc-butil-4-metoksifenol, 3-terc-butil-4-
metoksifenol in butiliran hidroksianizol. Zaslediti je mogoče primere, kjer avtorji 
dokumenta nekaj časa najprej pišejo o 3-terc-butil-4-metoksifenolu in nato brez 
smiselnega prehoda podajajo rezultate za  2-terc-butil-4-metoksifenol71. Gledano s 
toksikološkega vidika bi bilo potrebno oba izomera obravnavati ločeno in podajati 
toksikološke rezultate za vsakega posebej, šele nato pa na podlagi primerjave rezultatov 
pojasniti, kako podobni sta si v resnici omenjeni spojini. Na prvi pogled je razlika med 
obema izomeroma resda samo v mestu vezave terc-butilne funkcionalne skupine, kjer je 
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le-ta lahko na mestu 2 (orto) oziroma 3 (meta), kar je pa lahko ključnega pomena tako 
za kemijske kot tudi za toksikološke lastnosti. Mesto vezave neke funkcionalne skupine 
na aromatski obroč namreč vpliva na lastnosti njegovega elektronskega oblaka, kjer 
lahko že minimalna sprememba na elektronskem nivoju predstavlja veliko spremembo 
v toksikološkem smislu. V nekaterih zapisih sem zasledil, da je BHA v resnici definiran 
kot 2-terc-butil-4-metoksifenol (2-BHA) z vsaj 98,5 % čistoto (preostanek predstavlja 
3-terc-butil-4-metoksifenol in preostale nečistote), 3-BHA pa z vsaj 85 % čistoto, na 
podlagi česar se BHA obravnava kot enokomponentna spojina73. Mednarodna agencija 
za raziskave raka BHA (skupaj z BHT) obravnava kot potencialen karcinogen in možen 
endokrini motilec.  Ravno zaradi BHT je Evropska agencija za kemikalije izdala  
priporočilo o izvedbi dodatnih študij za oba antioksidanta. BHA glede na literaturne 
podatke sicer ne obravnavamo kot mutagenega, kar je skladno tudi z in silico analizo s 
programsko opremo Derek42, Sarah43 in Leadscope44. Slednja predvidi možnost 
kancerogenih učinkov, kar je v skladu z rezultati eksperimentalnih testiranj. Glede na 
študije, izvedene na živalih, obstaja za BHA zadostno število dokazov, da je spojina 
kancerogena, kljub temu pa ni neposrednih podatkov, kako je s kancerogenim vplivom 
na človeka. Študije reproduktivne toksičnosti nakazujejo, da BHA lahko deluje kot 
motilec endokrinega sistema, vendar za dokončen sklep še ni na voljo dovolj 
podatkov74–77. 
BHT ni mutagen ne in vitro kot tudi ne in vivo, kar predvidi tudi in silico analiza s 
programsko opremo Derek42, Sarah43 in Leadscope44. Kancerogenost BHT še ni 
povsem razjasnjena, saj so se v študijah kancerogenosti pojavili tumorji različnih vrst, 
vendar naj bi ti bili povezani z negenotoksičnim mehanizmom. Evropska agencija za 
kemikalije BHT obravnava kot spojino, ki lahko povzroči raka in je zato izdala je tudi 
priporočilo o izvedbi eksperimentov in študij, ki bi razjasnile tudi njegov morebiten 
vpliv na endokrini sistem68,78. Trenuten zaključek regulatornih oblasti je, da BHT ni 
genotoksičen kancerogen in da so bili opaženi kancerogeni učinki posledica specifičnih 
pogojev v študijah. Možnost, da bi lahko deloval kot negenotoksični kancerogen, še ni 
povesem izključena, saj opažanja nakazujejo na to, da je njegov vpliv odvisen od 
odmerkov in načina odmerjanja71,79. 
Terc-butilhidrokinon v Amesovem testu daje negativen odziv, kar nakazuje na njegovo 
nemutagenost. Slednje in silico potrjuje tudi programska oprema Derek42, Sarah43 in 
Leadscope44. TBHQ naj ne bi bil kancerogen, vsaj ne v odmerkih, ki jih predpisujejo 
regulatorne agencije. Če si zamislimo analogen scenarij kot v primeru parabenov, kjer 
se sintetični fenolni antioksidanti v nekem živilu oziroma pijači pojavijo kot posledica 
migracije iz zamaška, znašajo dovoljene varne meje, upoštevajoč 100 mL živila, 26 
ppm za BHT in BHA ter 350 ppm za TBHQ68,72,80,81. 
1.2.2.2 Določevanje sintetičnih fenolnih antioksidantov 
Tudi določevanje sintetičnih antioksidantov je dobro raziskano. Jamshidian s 
sodelavci82 je predstavil določevanje BHA, BHT in TBHQ v etanol vsebujoče modelne 
raztopine kot posledico migracije iz ekstrudiranih polilaktidnih filmov. Vzorce so 
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analizirali s HPLC-UV, pri čemer niso uporabili nobene izmed tehnik 
predkoncentriranja in priprave vzorca, saj so bile določevane količine relativno visoke. 
Slednje je podkrepljeno z linearnim območjem metode, ki so jo dokazali v območju 0,1 
– 0,5 mg/mL. Meje zaznave oziroma določitve niso določevali82. Dopico-Garcia s 
sodelavci83 je predstavil študijo migracije sintetičnih antioksidantov iz polietilena nizke 
gostote (LDPE) v vodo kot modelno raztopino. Predkoncentriranje vzorcev je potekalo 
s klasično ekstrakcijo tekoče-tekoče v heksan. Enako kot v prejšnjem primeru so tudi tu 
vzorce analizirali s HPLC-UV, pri čemer je meja zaznave za BHT znašala 5,6 μg/L, za 
BHA pa 6,5 μg/L. Zanimivo metodo za simultano določevanje BHT, BHA in TBHQ s 
plinsko kromatografijo je objavil Cacho s sodelavci84, ki je svojo metodo uporabil na 
nekaterih brezalkoholnih pijačah. Analite so predkoncentrirali s pomočjo ekstrakcije na 
mešalo s sorbentom (SBSE) in primerjali občutljivost metode v primeru tvorbe 
acetiliranih in trimetilsilinih derivatov z direktnim določevanjem. Zaradi sterične 
oviranosti hidroksilne skupne BHT ni zmožen tvoriti derivatov, zato so bile določene 
meje določitve medsebojno primerljive. Acetiliran BHA je bil v primerjavi z direktnim 
določevanjem nekoliko odzivnejši, še bolj izrazit pa je ta pojav v primeru TBHQ, kjer je 
bila metoda v primeru tvorbe acetiliranega derivata približno dvakrat bolj občutljiva. 
Tvorba trimetilsililnega derivata se v nobenem primeru ni izkazala kot optimalna.  
1.2.3 N-butilbenzensulfonamid 
N-butilbenzensulfonamid sodi v skupino sulfonamidnih plastifikatorjev, ki se 
uporabljajo za proizvodnjo poliacetalov, polikarbonatov, polisulfonov in poliamidov. 
Uporaba plastifikatorjev z namenom zagotavljanja uporabnih plastičnih materialov je 
neizogibna, nekatere izmed poglavitnih prednosti uporabe sulfonamidnih 
plastifikatorjev pa so naslednje: 
- material naredijo bolj fleksibilen; 
- vplivajo na viskoznost; 
- znižajo temperaturo raztapljanja polimera; 
- znižajo temperaturo tališča polimera; 
- olajšajo proces disperzije tekočih in trdnih aditivov; 
- glede na lastnosti posamičnega plastifikatorja zvišajo oziroma znižajo električno 
prevodnost izdelka; 
- izboljšajo prosojnost; 
- izboljšajo zmožnost zvočne izolacije in blaženja vibracij; 
- izboljšajo prepustnost za pline. 
Plastifikatorje v končnih izdelkih najdemo v različnih količinah, od sledov do reda 
velikosti nekaj deset odstotkov85.  
Zanimiva lastnost dolgoverižnih sulfonamidnih plastifikatorjev je njihova presenetljivo 
visoka vodotopnost, ki je glede na strukturo nekoliko nepričakovana (Tabela 4). Glede 
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na kemijsko strukturo in nekatere fizikalne lastnosti p-toluensulfonamida in N-
butilbenzensulfonamida je mogoče tudi predvidevati, kako bo njun morebiten dodatek 
vplival na končen izdelek. Tudi N-butilbenzensulfonamid se polimerom dodaja v 
količinah reda velikosti sledov do stehiometričnih ekvivalentov amidnih enot86, 1 – 5 %  
v lepilih, 3 – 8 % v poliamidnih termoplastikah, do 15 % v oblikovanih trdnih 
produktih, 3 – 14 % v monofilamentih in 10 – 25 % v kombinaciji s ftalati, adipati in 
fosfati v različnih izdelkih85. 
Tabela 4: Strukturi, temperaturi vrelišča, tališča, pKa, vodotopnost in izračunane varne 
meje za 100 mL živila za p-toluensulfonamid in N-butilbenzensulfonamid85. 
 
 p-toluensulfonamid N-butilbenzensulfonamid 
struktura 
  
TV 314 °C 350 °C 
TT 137,5 °C -30 °C 
pKa 10,17 10,19 
topnost v vodi 3160 mg/L 460 mg/L 
varna meja ni podatka 79 ppm 
 
1.2.3.1 Toksičnost N-butilbenzensulfonamida 
Na podlagi negativnega Amesovega testa lahko N-butilbenzensulfonamid obravnavamo 
kot nemutageno spojino. Za razliko od analitov, omenjenih v prejšnjih poglavjih, je N-
butilbenzensulfonamid dokazano nevrotoksičen in naj bi kazal tudi lastnosti, ki so 
potrebne za antiadrogeno aktivnost. Pri visokih odmerkih oziroma koncentracijah je 
povzročil smrt testnih primerkov podgan, zato je potrebno skrbno upoštevanje navodil 
in priporočil za rokovanje87,88. Če se N-butilbenzensulfonamid v nekem živilu oziroma 
pijači pojavi kot posledica migracije iz zamaška, znaša dovoljena varna meja, 
upoštevajoč 100 mL živila, 79 ppm89,90.  
1.2.3.2 Določevanje N-butilbenzensulfonamida 
Zaradi slabe biorazgradljivosti je N-butilbenzensulfonamid mogoče zaslediti v odpadnih 
vodah91–93, aerosolih94 in celo v maščobnih tkivih dojk95. Določevanje N-
butilbenzensulfonamida je slabo raziskano. V literaturi je večinoma omenjeno le 
kvalitativno91 oziroma semi-kvantitativno94 vrednotenje, ki zahteva velike količine 
vzorca in uporabo večjih količin organskih topil. Proces priprave vzorca je zahteven, 
dolgotrajen in neavtomatiziran. Izjema je raziskava, ki jo je predstavil Huppert s 
sodelavci92, ki je razvil hitro, relativno poceni in okolju prijazno metodo za simultano 
določevanje N-butilbenzensulfonamida in učinkovine ibuprofen v vzorcih odpadnih 
voda s SPME-GC-MS. Delo so objavili že leta 1998 in je (glede na presenetljivo 
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preprost in moderen pristop za tisti čas) primerljivo z moderno analizno kemijo. Vzorce 
odpadnih voda so za odstranitev večjih delcev najprej filtrirali preko papirnih filtrov in 
nato še preko 0,45 μm membranskega politetrafluoroetilenskega (PTFE) filtra. Za 
analizo so potrebovali približno 25 mL filtrata. Raztopine vzorcev in standardne 
raztopine so nakisali z dodatkom glicinskega pufra, pH pa nato z dodatkom HCl umerili 
na 2,0 s pH-metrom. Mejo zaznave, ki je za N-butilbenzensulfonamid znašala 0,1 μg/L, 
so določili računsko iz razmerja signal/šum. Gilmore in sodelavci96 so predstavili 
metodo za določevanje N-butilbenzensulfonamida v vzorcih talnih voda kot posledice 
kontaminacije pri vzorčenju. Ugotovili so, da plastičen material, predvsem cev, ki se je 
uporabljala za črpanje voda, vsebuje večje količine iz plastike izhajajočih onesnaževal, 
med drugimi tudi N-butilbenzensulfonamid. Za kvantitativno določitev so uporabili 
klasične ekstrakcije tekoče-tekoče pri nevtralnem pH. Kot ekstrakcijsko topilo so 
uporabili diklorometan in ekstrakte analizirali z GC-MS. Izvedli so migracijsko študijo, 
ki je trajala približno 8 tednov, kot modelno raztopino pa so uporabili vodo. V modelni 
raztopini, ki so jo izpostavili zgoraj omenjeni plastični cevi, so določili kar 764 mg/mL 
N-butilbenzensulfonamida, kar so glede na njegove toksikološke lastnosti zaskrbljujoče 
visoke koncentracije. Slednje je najverjetneje tudi razlog, da v delu niso navajali meje 
zaznave. To delo je tudi edino, ki se neposredno dotika in izpostavlja N-
butilbenzensulfonamid kot onesnaževalo, ki je posledica migracije iz polimernega 
materiala96. Edini primer določevanja sledov N-butilbenzensulfonamida z GC-MS je že 
leta 1994 predstavil Duffield s sodelavci97, prav tako v vzorcih odpadnih voda. Proces 
priprave vzorca je bil relativno preprost, saj so avtorji uporabili klasične ekstrakcije 
tekoče-tekoče z diklorometanom, pri čemer so slednjega odstranili pod tokom dušika in 
suh preostanek raztopili v majhnem volumnu (70 µL) etil acetata. Zanimivost 
objavljene raziskave je uporaba izotopsko označenega internega standarda [13C6]-
NBBS, ki so ga avtorji dela sintetizirali iz izotopsko označenega [13C6]-benzena in 
postopek sinteze tudi predstavili v omenjenem delu. Meja zaznave je znašala približno 1 
pg97. 
1.2.4 Tris(2-butoksietil) fosfat 
Organofosfati sodijo med ene izmed prvih aditivov pri proizvodnji PVC, ki jih ob 
plastifikatorskih odlikujejo tudi lastnosti zaviralcev gorenja. V primerjavi s ftalati, ki so 
najpogosteje uporabljeni plastifikatorji, so manj vnetljivi, kar je najverjetneje posledica 
zmožnosti tvorbe polifosfornih kislin. Do tega prihaja pri segrevanju in pooglenitvi v 
polimernih formulacijah s PVC98. Glede na osnovne strukturne lastnosti lahko 
komercialno dostopne organofosfate (fosfatne estre) razvrstimo v tri kategorije: 
trialkilne, triarilne in alkil/aril fosfate. Za triarilne fosfate je značilno, da zmanjšajo 
možnost vžiga nekega polimera, vendar na račun povečanega izločanja dima. Enako 
velja za kombinacije alkil in aril fosfatov, vendar je pri slednjih pojav dimljenja manj 
izrazit99.  
Tris(2-butoksietil) fosfat sodi med trialkilne fosfatne estre. Uporablja se v čistilih za tla 
in kot plastifikator ter zaviralec gorenja v gumah in plastičnih materialih. Ker gre za 
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izključno sintetično spojino, je njegova prisotnost v naravi večinoma posledica 
onesnaževanja s prej omenjenimi čistili za tla.  Je sicer dobro biorazgradljiv, njegov 
razpolovni čas v okolju znaša približno 50 dni. Tris(2-butoksietil) fosfat v človeški 
organizem vnašamo neposredno, t. j. pitjem onesnažene vode ali zaužitjem 
kontaminiranega živila, lahko pa se absorbira tudi dermalno100. Nekatere fizikalno-
kemijske lastnosti tris(2-butoksietil) fosfata so predstavljene v tabeli 5.  
Tabela 5: Struktura, temperaturi vrelišča in tališča, vodotopnost in izračunana varna 
meja za tris(2-butoksietil) fosfat v 100 mL živila100. 
 
 tris(2-butoksietil) fosfat 
struktura 
 
TV 200 – 230 °C 
TT -70 °C 
topnost v vodi 1100 mg/L 
varna meja 40 ppm 
 
1.2.4.1 Toksičnost tris(2-butoksietil) fosfata 
Toksičnost tris(2-butoksietil) fosfata ni dobro raziskana. Po dostopnih literaturnih 
podatkih naj bi bil nemutagen in naj ne bi imel vpliva na človeške reproduktivne 
organe100,101. Ma s sodelavci je izvedel študijo, ki dokazuje toksičen vpliv tris(2-
butoksietil) fosfata na zarodke navadne cebrice (Danio rerio)102. Giraudo s sodelavci je 
predstavil rezultate, ki kažejo na kronično toksičnost tris(2-butoksietil) fosfata za vodne 
organizme103. Na podlagi študij s ponavljajočimi se odmerki se ocenjuje, da tris(2-
butoksietil) fosfat nima karcinogenih učinkov, vpliv dolgoročne izpostavljenosti in 
morebitne karcinogenosti pa zaenkrat še ostajata neznanka. V kolikor bi se tris(2-
butoksietil)fosfat v nekem živilu pojavil kot posledica migracije, znaša ob predpostavki 
100 mL živila njegova varna meja 40 ppm101.  
1.2.4.2 Določevanje tris(2-butoksietil) fosfata 
Tudi tris(2-butoksietil) fosfat ni kemijsko vezan v strukturo polimera, zato obstaja 
verjetnost, da ga v živilih zaznamo kot posledico migracije iz materialov za stik z živili. 
Podobno kot v primeru N-butilbenzensulfonamida je tudi določevanje tris(2-butoksietil) 
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fosfata slabo raziskano. V literaturi je, z redkimi izjemami, opisano le določevanje 
kvalitativne in semi-kvantitativne narave. Hakkarainen s sodelavci104 je predstavil HS-
SPME-GC-MS metodo za določevanje razgradnih produktov in aditivov kot način 
kontrole kakovosti poliamida 6.6. Vrednotenje rezultatov je potekalo zgolj kvalitativno, 
je pa delo pomembno predvsem zato, ker dokazuje uporabnost SPME za vzorčenje 
tris(2-butoksietil) fosfata. Sundkvist s sodelavci je predstavil način določevanja sledov 
organofosfatnih zaviralcev gorenja v ribah in v človeškem mleku z GC-HRMS. Meja 
zaznave metode za tris(2-butoksietil) fosfat v omenjenem delu znaša 23 ng/g, vendar na 
račun kompleksne, dolgotrajne in zahtevne priprave, ki jo sestavljajo naslednji koraki: 
zamrznitev, liofilizacija, homogenizacija, več korakov ekstrakcije tekoče-tekoče, 
filtracija, uparjanje pod znižanim tlakom, tehtanje, raztapljanje in na koncu še čiščenje z 
gelsko permeacijsko kromatografijo in uporaba dragih izotopsko označenih 
reagentov105. Postopek, ki ga opisuje Fries, je edini, ki omogoča kvantitativno 
vrednotenje tris(2-butoksietil) fosfata z metodo standardnega dodatka. Vzorce odpadnih 
voda so obdelali z relativno preprosto pripravo s pomočjo SPE in analizo izvedli na GC-
MS sistemu106.  
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1.3 Opredelitev raziskovalnega problema 
Migracija aditivov iz plastičnih materialov, ki se uporabljajo v procesu izdelave ali kot 
embalaža, v živila je nezaželena, a hkrati neizogibna. Zaradi slednjega je potrebno 
spojine, ki se lahko v živilih pojavijo kot posledica stika z materiali, namenjenimi za 
stik z živili, v največji možni meri poznati in jih tudi zamejevati. Največ medijske 
pozornosti se namenja ftalatom in bisfenolom, vendar je v embalažne materiale 
vgrajenih še mnogo aditivov iz drugih skupin spojin, ki so zaradi svojega škodljivega in 
predvsem dolgoročnega vpliva na zdravje predmet mnogih raziskav, med drugim tudi 
analizne kemije. Z različnimi negativnimi vplivi na zdravje se povezuje tudi parabene, 
fenolne antioksidante, sulfonamidne plastifikatorje in organofosfatne  zaviralce gorenja. 
Tudi v moderni analizni kemiji pri svojih raziskavah stremimo k t.i. zelenim pristopom. 
Razvoj analiznih metod, ki zahtevajo uporabo okolju škodljivih reagentov oz. 
proizvajajo okolju škodljive produkte ali odpadke, je nezaželen in v opuščanju. Zaznava 
in določevanje analitov v sledovih je brez vpeljave enega izmed načinov 
predkoncentriranja praktično nemogoča, zato je potrebno izbrati način, ki bo glede na 
naravo vzorca in pričakovane koncentracije analitov kar se da optimalen. Ker so 
klasične tehnike ekstrakcije neekološke, potratne in večinoma tudi neavtomatizirane, jih 
v zadnjih letih nadomeščajo t.i. mikroekstrakcijske tehnike, ki temeljijo na vodi kot 
glavnem topilu in zahtevajo minimalne količine organskih topil. Ena izmed teh je tudi 
mikroekstrakcija na trdno fazo (SPME), ki jo odlikujejo preprosta in hitra izvedba, 
visoka občutljivost, zahteva po majhnih količinah vzorca, nizka cena in možnost 
avtomatizacije107. 
Pri pregledu literature razen ene izjeme30 nisem zasledil direktnega določevanja 
parabenov s plinsko kromatografijo, v večini primerov se omenja pretvorba v hlapnejše 
acetilne in trimetilsililne derivate. Podobno kot v primeru parabenov je tudi področje 
določevanja sintetičnih fenolnih antioksidantov kot posledica stika s kontaktno 
embalažo z večinoma tekočinskimi kromatografskimi tehnikami že raziskano, vendar 
imajo opisane metode visoke meje zaznave82, oziroma zahtevajo kompleksno obdelavo 
vzorca, vključujoč velike količine organskih topil83. Določevanje N-
butilbenzensulfonamida, ki ga navaja strokovna literatura, je večinoma zgolj 
kvalitativne in semi-kvantitativne narave in enako kot v prejšnjih primerih zahteva 
velike količine vzorca, uporabo potratnih količin organskih topil in posledično tudi 
zamudno pripravo vzorcev. Podobno kot prejšnje skupine spojin, tudi tris(2-butoksietil) 
fosfat ni kemijsko vezan v strukturo polimera, zato obstaja verjetnost, da iz materialov 
za stik z živili migrira v živilo. Določevanje tris(2-butoksietil) fosfata je primerljivo 
slabo raziskano.  
Zaradi visokih vrelišč in polarnih funkcionalnih skupin je določevanje sledov parabenov 
z GC doslej potekalo le indirektno, t.j. s pretvorbo v bolj hlapne derivate61–65. Tvorba 
derivatov zahteva uporabo dodatnega koraka, s čimer se poveča verjetnost napake 
metode, zaradi uporabe derivatizacijskih reagentov pa se povečajo tudi stroški. Narava 
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reakcije v primeru tvorbe trimetilsililnih derivatov zahteva tudi brezvodni medij, kar 
bistveno omeji uporabnost metode.  
Za določevanje sledov spojin se pogosto uporablja metoda internega standarda, s katero 
je mogoče zmanjšati vpliv matrice vzorca in izboljšati nekatere validacijske parametre 
metode, kot sta npr. točnost in linearno območje. V literaturi med najpogosteje 
uporabljene interne standarde ob uporabi masne spektrometrije sodijo izotopsko 
označeni analogi analitov51,58,62,64,97, ki pa so težje dostopni in imajo zahtevne sintezne 
poti, kar bistveno poveča ceno metode. 
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2 Namen dela in raziskovalne hipoteze 
Pri svojem delu bom razvil enostavno in hitro metodo SPME-GC-MS/MS za 
določevanje devetih analitov iz štirih skupin spojin, pri čemer bo to prva takšna metoda, 
ki omogoča določevanje parabenov in TBHQ brez derivatizacije in tudi prva metoda, ki 
omogoča določevanje sledov preostalih analitov v vzorcih kisa in alkoholnih pijač. 
Pokazal bom, da je možno razviti občutljivo in točno metodo z minimalno pripravo 
vzorca za raznolika potencialna onesnaževala živil iz embalaže in drugega materiala za 
stik z živili, kar bo prva taka metoda, opisana v literaturi. Razvito metodo bom uporabil 
za analizo realnih vzorcev pijač in vzorcev iz migracijskih študij. 
Hipoteze so naslednje: 
- Razviti bo možno metodo SPME-GC-MS/MS za sočasno določevanje sledov 
devetih analitov iz štirih skupin spojin, pri čemer bo to prva metoda, ki sledove 
parabenov na tak način določuje brez derivatizacije;   
- Metoda bo imela ustrezne validacijske parametre (ponovljivost sistema, 
ponovljivost in obnovljivost metode, točnost metode na treh koncentracijskih 
nivojih, linearnost metode, stabilnost raztopin, eksperimentalno določeni meji 
zaznave in določitve ter robustnost metode); 
- Metoda bo hitra, enostavna za izvedbo, v maksimalni možni meri avtomatizirana 
in relativno poceni; 
- Metoda bo primerljivo (oziroma bolj) občutljiva kot ostale v literaturi omenjene 
metode z različnimi načini priprave vzorca in različnimi kromatografskimi 
sklopitvami; 
- Metoda bo uporabna za analizo realnih vzorcev, v katerih bo možno zaznati vsaj 
sledove in tudi višje koncentracije analitov; 
- Določevane spojine dejansko prehajajo iz embalaže v pijače, posledično smo jim 
izpostavljeni. 
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Reagenti in materiali 
Pri svojem delu sem uporabil metilparaben (MP, > 99 %), etilparaben (EP, > 99 %), 
propilparaben (PP, > 99 %), butilparaben (BP, > 99 %), terc-butilhidrokinon (TBHQ, > 
97 %), N-butilbenzensulfonamid (NBBS, > 99 %), tris(2-butoksietil)fosfat (TBEP, > 94 
%), 2,6-di-terc-butil-4-metil-fenol (BHT, > 99 %), 3-terc-butil-4-hidroksianizol (BHA, 
> 99 %), fenil diklorofosfat (PDCP, > 95 %), 2,6-di(terc-butil-d9)-4-metil(fenol-3,5,O-
d3) (dBHT, > 98 %), brezvodni natrijev sulfat (Na2SO4, > 99 %), natrijev klorid (NaCl, 
> 99 %), in kalijev klorid (KCl, > 99 %) proizvajalca Sigma-Aldrich (Steinheim, 
Nemčija). 
Koncentrirano klorovodikovo kislino (HCl, 37 %) sem uporabil od proizvajalca Carlo 
Erba reagents (Val de Reuil Cedex, Francija). Etanol (96 %), ki sem ga uporabil v vseh 
eksperimentih (razen spodaj omenjenih migracijskih) in pripravo raztopin, je od 
proizvajalca Honeywell (Seelze, Nemčija). Uporabil sem metanol kvalitete za 
tekočinsko kromatografijo proizvajalca J.T.Baker (Arnheim, Nizozemska).  Za potrebe 
migracijske študije v plastičnem fermentorju sem uporabil denaturiran etanol, kupljen v 
lokalnem trgovskem centru za opremo doma, vrta in delavnice (Brežice, Slovenija). 
Prečiščeno vodo sem pripravljal s pomočjo sistema  Merck Advantage A10 Milli-Q 
purification system (Darmstadt, Nemčija).  
Uporabil sem naslednja SPME-vlakna proizvajalca Supelco (Bellefonte, PA, ZDA):  
- 85 µm poliakrilat (PA),  
- 100 µm polidimetilsiloksan (PDMS),  
- 65 µm polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB),  
- 50/30 µm divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS) in  
- 75 µm karboksen/polidimetilsiloksan (CAR/PDMS).  
Dodatno 85 µm poliakrilatno (PA) SPME vlakno je bilo od proizvajalca Restek 
(Bellefonte, PA, ZDA). 
Za pripravo vzorcev in standardnih raztopin sem uporabil običajno laboratorijsko 
steklovino in polnilne pipete. Za odmerjanje volumnov, manjših od 500 µL, sem 
uporabil siringe proizvajalcev Agilent Technologies (Santa Clara, ZDA) in Hamilton 
Company (Reno, ZDA). 
3.2 Raztopine 
Osnovne raztopine standardov sem pripravil v 96 % etanolu, pri čemer je koncentracija 
vsakega izmed analitov znašala približno 1 mg/mL. Osnovno raztopino internega 
standarda fenil diklorofosfata (PDCP) (približno 1 mg/mL) sem zaradi pretvorbe v 
metoksi analog, podrobneje opisane v poglavju 3.2, pripravil v metanolu. Raztopine 
sem zaščitil pred svetlobo in jih hranil v temni steklovini pri 4 °C. Sveže delovne 
raztopine standardov sem po dokazani stabilnosti (opisano v poglavju 3.3.4) pripravil 
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vsakih pet dni z ustreznim redčenjem osnovnih standardnih raztopin z MilliQ (MQ) 
vodo.  
Priprava standardnih raztopin je potekala tako, da sem v 100,0 mL merilno bučko dodal 
10 g NaCl, 2,5 mL 2,6 M KCl in 0,5 mL 2 M HCl, ustrezno količino redčenih 
standardnih raztopin v MQ vodi, 500 µL raztopine internega standarda PDCP s 
koncentracijo 50 µg/mL in dopolnil z MQ vodo do oznake volumna. Bučko sem stresal 
toliko časa, da se je ves NaCl raztopil in jo nato dopolnil z MQ vodo do oznake 
volumna. Alikvot 8,0 mL raztopine sem prenesel v stekleno SPME-vialo in dobro 
zatesnil z aluminijastim zamaškom s PTFE tesnilom. 
Za potrebe razvoja metode GC, prilagoditev nastavitev masnega spektrometra in razvoja 
ter optimizacije parametrov MS/MS, sem pripravil standardno mešanico analitov s 
koncentracijo 0,1 mg/mL v metanolu. Za enak namen sem pri enaki koncentraciji 
pripravil tudi raztopini internih standardov PDCP in 2,6-di(terc-butil-d9)-4-metil(fenola-
3,5,O-d3) (dBHT). 
Za določevanje preostalega etanola v modelnih raztopinah sem pripravil osnovno 
standardno raztopino etanola v MQ vodi s koncentracijo približno 1,0 % (v/v). Osnovno 
raztopino sem redčil naprej v MQ vodi tako, da sem pripravil pet raztopin v območju 
koncentracij od 0,05 % - 1,0 % (v/v), pri čemer je bila koncentracija 0,05 % hkrati tudi 
meja določitve GC-FID-metode. 
3.3 Vzorci 
Steklenice z volumnom 0,33 L, kronske zamaške (Slika 3) in 30 L plastičen fermentor, 
namenjen domačemu pivovarstvu, sem kupil v lokalni trgovini s potrebščinami za 
domače pivovarje (Ljubljana, Slovenija). Komercialne vzorce kisa in različnih 
alkoholnih pijač sem kupil v lokalnih hipermarketih in trgovinah. Analiziral sem tudi 
vzorce domačega piva, hranjenega v steklenicah in zaprtega s prej omenjenimi 
kronskimi zamaški. Domače pivo sem večinoma pripravil sam, nekaj so mi ga priskrbeli 
tudi domači proizvajalci.  
 
Slika 3: Kronski zamašek s polimernim tesnilom. 
 
3.4 Priprava vzorcev  
Približno 200 mL vsakega izmed vzorcev sem najprej obdeloval 30 min na ultrazvočni 
kopeli. Alikvot 100,0 mL vzorca sem prenesel v 250 mL bučko z okroglim dnom in 
dodal 500 µL raztopine internega standarda PDCP s koncentracijo 50 µg/mL. Hlapne 
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komponente sem uparil pod znižanim tlakom (5 min, temperatura vodne kopeli 60 °C) z 
uporabo rotavaporja RV10 z vodno kopeljo HB10 proizvajalca Ika (Staufen, Nemčija). 
Nato sem preostanek iz bučke kvantitativno prenesel v 100 mL merilno bučko, v katero 
sem predhodno dodal 10 g NaCl, 2,5 mL 2,6 M KCl in 0,5 mL 2 M HCl. Bučko sem 
stresal toliko časa, da se je ves NaCl raztopil in nato dopolnil z MQ vodo do oznake 
volumna. Alikvot 8,0 mL te raztopine sem prenesel v SPME-vialo in dobro zatesnil z 
aluminijastim zamaškom s PTFE tesnilom. 
Za določevanje rezidualnega etanola sem v 20 mL HS-vialo prenesel 1,0 mL vzorca in 
vialo tesno zaprl z aluminijastim zamaškom s PTFE tesnilom. 
3.5 Postopek SPME  
Pred prvo uporabo sem vsakega izmed SPME-vlaken kondicioniral v skladu s 
proizvajalčevimi navodili. Pred izvedbo vsake analize sem uporabljeno vlakno 
kondicioniral v postaji za kondicioniranje vlakna (bake-out) 30 min pri 250 °C. 
Odsotnost analitov sem pred vsakim injiciranjem vzorcev in standardov potrdil z 
injiciranjem ustrezno pripravljene slepe raztopine. Avtomatski vzorčevalnik sem 
nastavil tako, da je na začetku vsake analizne sekvence po vzpostavitvi temperaturnega 
ravnotežja, kar je trajalo 5 min, SPME-vialo najprej prenesel iz ustreznega pladnja v 
stresalnik, ki je deloval pri konstantni temperaturi 50 °C.  
SPME-vlakno sem preko septuma vstavil v vialo, globina prodora (angl. vial 
penetration depth) je znašala 43 mm. Hitrost stresanja viale je znašala 250 rpm. Po 25 
min sorpciji analitov na SPME-vlakno sem analite 3 min desorbiral v injektorju. V 
injektor sem namestil SPME-vstavek (angl. liner) z notranjim premerom 0,75 mm. 
Globino prodora pri injiciranju (angl. injection penetration depth) sem nastavil na 54 
mm. Po končanem desorbiranju analitov sem vlakno v bake-out postaji kondicioniral še 
5 min pri 250 °C. Globino prodora pri kondicioniranju sem nastavil na 67 mm. 
3.6 Metoda GC-MS/MS 
Večino eksperimentov sem izvedel na sistemu GC-MS/MS, sestavljenem iz 
večnamenskega avtomatskega vzorčevalnika (MPS, Gerstel, Müllheim an der Ruhr, 
Nemčija), plinskega kromatografa 7890A in  tandemskega masnega spektrometra 
7000B (oba Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA). Omenjeni avtomatski 
vzorčevalnik je omogočal direktno injiciranje vzorcev, injiciranje parne faze  
nadprostora (angl. Headspace, HS) in vzorčenje ter injiciranje s SPME.  
Pridobivanje in obdelava eksperimentalnih podatkov je potekala preko programske 
opreme  Gerstel Maestro in Agilent Mass Hunter Qualitative Analysis in Mass Hunter 
Quantitative Analysis B.08.00. Metode SRM sem razvil in optimiziral s pomočjo 
Agilent Design SRM experiments assistant.  
Kromatografske ločbe so potekale na kapilarni GC koloni J&W HP-5MS UI 
proizvajalca Agilent Technologies (5 % - fenil metilpolisiloksan, 30 m x 0,25 mm n.p., 
debelina filma 0,25 µm). Kot nosilni plin sem pri konstantnem pretoku 1,4 mL/min 
uporabil helij proizvajalca Messer (> 99,999 % čistost, Bad Soden am Taunus, 
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Nemčija). Injiciranje je potekalo pri 250 °C preko injektorja z več načini injiciranja 
(multimode, MMI) v načinu brez cepljenja pretoka nosilnega plina (splitless) (1,25 
min). Za optimalno kromatografsko ločbo sem uporabil naslednji temperaturni program: 
začetna temperatura kolone je bila 50 °C (4 min), sledilo je segrevanje kolone s hitrostjo 
8 °C/min do vmesne temperature 150 °C (5 min) in nato ponovno segrevanje s hitrostjo 
12 °C/min do končne temperature kolone 280 °C (5 min) (celokupna dolžina 
kromatografiranja je torej znašala 37 min).  
Temperatura vmesnika med plinskim kromatografom in masnim spektrometrom (angl. 
transfer line) je bila 280 °C, temperatura ionskega izvora (angl. ion source) 230 °C in 
temperatura obeh kvadrupolov pa 150 °C. Ionizacija je potekala v načinu elektronske 
ionizacije (EI, angl. electron impact) z elektroni energije 70 eV. Kromatograme vseh 
ionov – TIC (angl. Total Ion Chromatogram) sem snemal v območju med 35 – 700 m/z. 
Pri identifikaciji spojin sem si pomagal s spektralno knjižnico NIST (verzija 2.3, 
posodobljena 4.05.2017). 
3.7 Metoda GC-FID 
Za spremljanje vsebnosti etanola v vzorcih sem uporabil sistem GC-FID, sestavljen iz 
avtomatskega vzorčevalnika za analizo parne faze G1888 in  plinskega kromatografa 
7890B (oba Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA) s plamensko-ionizacijskim 
detektorjem (angl. flame ionizattion detector, FID). Uporabil sem kapilarno kolono Rtx-
1301 proizvajalca Restek ((6 % cianopropil-fenil)-metilpolisiloksan, 60 m x 0,32 mm 
n.p., debelina filma 1,8 µm). Uporabil sem 20 mL viale proizvajalca Agilent 
Technologies, ki sem jih inkubiral 10 min pri 80 °C. V plinski kromatograf sem injiciral 
1 mL parne faze. Kot nosilni plin sem pri konstantnem pretoku 3,0 mL/min uporabil 
helij proizvajalca Messer (> 99,999 % čistost, Bad Soden am Taunus, Nemčija). 
Temperatura vhoda v kromatografsko kolono je bila 140 °C z razmerjem deljenja 
pretoka nosilnega plina 100:1. Kromatografsko ločbo sem dosegel z izotermnim 
temperaturnim programom, ki je potekal 10 min pri 60 °C. 
3.8 Metoda z visoko ločljivostno masno spektrometrijo 
Masne spektre visoke ločljivosti (angl. High resolution mass spectra, HRMS) sem 
posnel na masnem spektrometru LTQ Orbitrap XL proizvajalca Thermo Fisher 
Scientific Company (Villebon, Francija). Način ionizacije je bil elektrorazprševanje 
(angl. electrospray ionization) z ogretim izvorom (HESI-II). Spektre sem snemal v 
območju 100 – 800 m/z v pozitivnem načinu snemanja. V sistem HRMS sem direktno 
injiciral raztopine s koncentracijo 0,01 mg/mL v MQ vodi. 
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3.9 Validacija analizne metode in delovne koncentracije standardov 
Ker se z njim srečujem pri svojem vsakodnevnem delu in mi je posledično najbolj 
domač, sem v svojem delu okvirno sledil protokolu ICH Q2 (R1)108, ki ga predpisujejo 
ICH smernice v farmacevtski industriji in tudi velja za enega izmed najstrožjih. Za 
različne analizne metode, ki se uporabljajo v farmacevtski industriji, so v ICH Q2 (R1) 
dokumentu predpisani in opisani ustrezni validacijski parametri. V odvisnosti od tipa 
analizne metode so podrobneje razdelani tudi eksperimentalni pristopi in statistična 
obdelava dobljenih rezultatov validacije, ki jim je za potrebe registracije nekega izdelka 
potrebno zadostiti.    
Preveril sem naslednje parametre:  
- ponovljivost sistema; 
Ponovljivost sistema določimo z večkratno ponovljeno meritvijo iste referenčne 
mešanice. S testom ponovljivost sistema pridobimo informacijo o variabilnosti 
analiznega sistema (predvsem instrumenta).  
- ponovljivost metode; 
Ponovljivost metode je izražena kot stopnja ujemanja rezultatov analize na več 
paralelkah istega homogenega vzorca na isti dan oziroma na več različnih dni. S testom 
ponovljivost metode pridobimo informacijo, ki vključuje variabilnost analiznega 
sistema in variabilnost zaradi priprave vzorca. 
- obnovljivost metode; 
Obnovljivost metode izraža variance med laboratoriji, oziroma variance med 
posamičnimi spremenljivkami znotraj iste analizne metode. 
- linearno območje; 
Z linearnim območjem metode zagotavljamo, da so merjeni signali v delovnem 
koncentracijskem območju sorazmerni koncentraciji analita v vzorcih.  
- točnost; 
Točnost analizne metode označuje odstopanje rezultata meritve od njegove resnične 
oziroma prave vrednosti. Točnost metode dokazujemo v specificiranem območju. 
- meja zaznave; 
Meja zaznave je najnižja koncentracija analita v vzorcu, ki jo z analizno metodo še 
zaznamo, ni pa nujno, da jo lahko tudi kvantitativno določimo. 
  
Luka Žnideršič: Doktorska disertacija  Eksperimentalni del 
24 
 
- meja določitve; 
Meja določitve je najnižja koncentracija analita v vzorcu, ki jo z analizno metodo 
določimo s sprejemljivo natančnostjo in točnostjo.  
- robustnost. 
Robustnost metode je sposobnost ohranjanja kakovosti in zanesljivosti rezultatov ob 
majhnih, vendar premišljenih spremembah parametrov analizne metode. 
- selektivnost. 
Selektivnost (včasih tudi specifičnost) metode je njena sposobnost, da točno in 
specifično meri koncentracijo preiskovanega analita v prisotnosti možnih dodatnih 
komponent.  
 
Delovne koncentracije standardov (Tabela 6) sem tekom razvoja analizne metode 
prilagodil tako, da so bile ploščine kromatografskih vrhov med vsemi analiti 
primerljive.  
Tabela 6: Delovne koncentracije standardov analitov. 
 
spojina MP BHA BHT EP TBHQ PP BP NBBS TBEP 
delovna koncentracija 
(µg/L) 
50 2,5 1,5 25 20 5 5 1 3 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Testiranje kronskih zamaškov in izbira analitov 
4.1.1 Priprava na testiranje 
Za migracijsko testiranje kronskih zamaškov sem mehansko ločil polimerna tesnila od 
kovinskega dela zamaška. Postopek sem ponavljal toliko časa, da sem pridobil zadostno 
in reprezentativno količino polimernih tesnil, kar je v mojem primeru znašalo približno 
5 g polimernih tesnil za posamično migracijsko testiranje.  
Za vzorčenje nadprostora (HS) in testiranje na prisotnost hlapnih spojin sem v 10 mL 
HS vialo prenesel približno 2 g polimernih tesnil in vialo inkubiral 40 min pri 121 °C.  
Za direktno injiciranje in testiranje na prisotnost hlapnih in delno hlapnih spojin sem 
polimerna tesnila refluktiral po naslednjem postopku: v bučko z okroglim dnom 
primerne velikosti sem prenesel približno 5 g polimernih tesnil in segreval pod 
refluksom približno 8 h v 50 mL naslednjih topil: voda, diklorometan, izooktan, etanol 
in 10 % etanol v vodi (v/v). Po končanem refluktiranju sem trdne preostanke tesnil ločil 
od raztopine preko filter papirja (črni trak) in 1 µL vzorcev v organskih topilih (etanol, 
diklorometan) injiciral v sistem GC-MS/MS. Zaradi obdelave pri višji temperaturi so se 
polimerna tesnila v izooktanu raztopila, nastala je motna in gelu podobna suspenzija, ki 
sem jo prefiltriral preko 0,45 µm PTFE-filtra. Bistri filtrat sem injiciral v sistem GC-
MS/MS. Vzorce (10 mL) v pretežno vodni raztopini (voda, 10 % etanol v vodi) sem 
ekstrahiral s trikrat po 5 mL diklorometana oziroma heksana. Združene faze sem posušil 
preko 5 g brezvodnega natrijevega sulfata, jih s pomočjo rotavaporja uparil do volumna 
približno 1 mL in v GC-MS/MS injiciral 1 µL te raztopine. Kromatograme sem posnel v 
načinu snemanja TIC. Spojine sem identificiral preko ujemanja s spektralno knjižnico 
NIST. 
4.1.2 Rezultati testiranja kronskih zamaškov 
4.1.2.1 Vzorčenje nadprostora 
Iz rezultatov HS-vzorčenja polimernih tesnil je razvidno, da z izjemo BHT nisem zaznal 
spojin, ki bi s toksikološkega ali z vidika neraziskanosti bile zanimive za nadaljnjo 
obravnavo (Slika 4). Zaznani ogljikovodiki (dodekan, tridekan, tetradekan) so bili 
najverjetneje posledica termičnega razgrada polimernih tesnil pri višjih temperaturah, 
njihove strukture so bile pričakovane. Izjema je BHT, ki ni del strukture polimerov, zato 
je bila njegova prisotnost v vzorcu polimernih tesnil nekoliko presenetljiva.  
 










Slika 4: Rezultati HS-vzorčenja polimernih tesnil. 
 
4.1.2.2 Refluktiranje in direktno injiciranje raztopine v organskem topilu 
Število zaznanih spojin je bilo pri direktnem injiciranju raztopin v različnih organskih 
topilih bistveno višje kot pri HS-vzorčenju. Največ spojin sem zaznal v primeru 
injiciranja diklorometanskega in etanolnega refluksa (Slika 5, 6). Podobno kot pri HS-
vzorčenju je tudi pri direktnem injiciranju diklorometanskega in etanolnega refluksa  
večina identificiranih spojin pripadala toksikološko nezanimivim razgradnim 
produktom ali strukturnim elementom polimernih tesnil. Največji kromatografski vrh 
sem v obeh refluksih identificiral kot oleamid, ki se pri polimernih materialih uporablja 
kot lubrikant. Glede na dobro raziskane toksikološke lastnosti oleamid ni zdravju 
škodljiv, zato tudi ta spojina ni bila nadaljnje obravnavana.  
  





tR [min] spojina 
16,1 2,2,4,6,6-pentametilheptan 











26,0 heksilbenzen  
26,4 n-eikozanol 
26,7 henikozil format 
30,5 8-fenil-1-oktanol 
30,6 2-nitro-1-fenilpropan 
33,6 oleamid  




kislina oktadecil ester 
Slika 5: Prikaz kompleksnosti kromatograma diklorometanskega refluksa in seznama 
nekaterih identificiranih kromatografskih vrhov.  
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Slika 6: Kromatogram etanolnega refluksa in seznam nekaterih identificiranih 
kromatografskih vrhov. 
  





tR [min] spojina 
18,4 dimetil ftalat 
19,8 neznana spojina 
23,0 N-butilbenzenesulfonamid 
33,6 oleamid 
Slika 7: Kromatogram diklorometanskega ekstrakta (zgoraj), heksanskega ekstrakta 
(spodaj) iz vodnih refluksov in seznam nekaterih identificiranih kromatografskih vrhov. 
 
V obeh organskih refluksih sem, podobno kot že pri HS-vzorčenju, zaznal BHT, s čimer 
sem ponovno potrdil prisotnost te spojine v polimernih tesnilih, zato sem si ga izbral kot 
enega izmed analitov za svoje nadaljnje delo. Spojina, ki je pritegnila največ moje 
pozornosti, je bila N-butilbenzensulfonamid (NBBS), ki sem ga zaznal v 
diklorometanskem refluksu in v diklorometanskem ekstraktu vodnega refluksa (Slika 
7). Kot že omenjeno v pregledu literature (glej poglavje 1.2.3), je NBBS sulfonamidni 
plastifikator, ni del strukture polimera, z varnostnega stališča je njegova prisotnost 
dokazano sporna, njegovo določevanje pa je slabo raziskano. Zaradi vsega navedenega 
je tudi NBBS postal predmet mojih raziskav. Pri injiciranju diklorometanskih oziroma 
heksanskih ekstraktov vodnega refluksa sem zaznal bistveno manjše število spojin, 
vendar v obeh primerih ponovno oleamid. NBBS sem zaznal samo v diklorometanskem 
ekstraktu, iz česar je mogoče sklepati, da je njegova topnost v heksanu slaba, tako da se 
na podlagi porazdelitvenega koeficienta v heksan niso ekstrahirale dovolj visoke 
koncentracije NBBS, da bi jih lahko zaznal z GC-MS/MS v načinu snemanja TIC. 
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4.2 Razvoj in optimizacija metode 
4.2.1 Razvoj metode plinske kromatografije (GC) 
Vsaka kromatografska ločba je v največji meri odvisna od izbire kromatografske 
kolone. Pri plinski kromatografiji je izbira ustrezne kolone odvisna od njene stacionarne 
faze, premera in dolžine kolone ter debeline nanosa stacionarne faze. Glede na svoje 
analite sem se že pred začetkom razvoja metode zavedal, da bo izbira primerne 
stacionarne faze in v povezavi s tem tudi kolone ključnega pomena. Že iz same 
primerjave struktur in kemijsko-fizikalnih lastnosti analitov (tabele 2, 3, 4, 5)  je 
razvidno, da gre za medsebojno zelo različne spojine, za katere ne obstaja univerzalna 
in optimalna kolona. Pričakoval sem, da bodo še poseben izziv predstavljali analiti iz 
skupine parabenov, saj so v literaturi omenjene metode30,60–63 za sledove razen ene 
izjeme30 vključevale derivatizacijo. Težave sem zaradi visoke polarnosti pričakoval tudi 
pri TBHQ in pa TBEP, katerega določevanje z GC je izmed vseh analitov najslabše 
raziskano.  
Razvoj GC-metode sem  zaradi poznavanja in dobrih izkušenj s stacionarno fazo začel s 
kolono DB-624 proizvajalca Agilent Technologies (6 %-cianopropilfenil polisiloksan, 
30 m x 0,25 mm n.p., debelina filma 1,4 µm). Injiciral sem standardno mešanico 
analitov s koncentracijo 0,1 mg/mL v metanolu. Izkazalo se je, da izbira stacionarne 
faze kolone ni ustrezna, saj vrhov za TBEP in BP na uporabljeni koloni sploh nisem 
zaznal (Slika 8). Oblike kromatografskih vrhov zaznanih analitov, še posebej preostalih 
parabenov in TBHQ, so bile popačene, vrhovi pa komaj zaznavni. Glede na temperature 
vrelišč analitov sem moral temperaturni program pečice nastaviti tako, da je obratovala 
pri visokih temperaturah, proti koncu temperaturnega programa tudi že blizu najvišje 
dovoljene delovne temperature kolone (260 °C).  
 
Slika 8: Kromatogram standardne mešanice analitov (0,1 mg/mL) z uporabo kolone 
DB-624. 
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Zaradi navedenih težav sem se odločil, da razvoj metode nadaljujem z manj polarno in 
temperaturno odpornejšo kolono HP-5MS UI (5 % - fenil metilpolisiloksan, 30 m x 0,25 
mm n.p., debelina filma 0,25 µm), ki jo s predpono UI (Ultra Inert) proizvajalec Agilent 
Technologies še posebej izpostavlja kot kolono, specifično namenjeno analizi bolj 
polarnih spojin109. Izbira se je izkazala za dobro, saj sem že po manj kot desetih 
injiciranjih uspel razviti selektiven in relativno hiter temperaturni program za selektivno 
ločbo in zaznavo vseh 9 analitov (in v času razvoja metode tudi še obeh internih 
standardov). Oblike kromatografskih vrhov so bile v primerjavi s kolono DB-624 
neprimerljivo boljše, ravno tako zaradi boljše temperaturne obstojnosti kolone ni prišlo 
do neželenega dviga bazne linije pri hitrejšem in bolj strmem temperaturnem programu.  
Zanimalo me je, ali je stacionarna faza MS UI dejansko inertnejša in primernejša za 
analizo bolj polarnih spojin. Zato sem primerjal odzive in obliko kromatografskih vrhov 
analitov na koloni HP-5MS UI in navadni HP-5 koloni primerljih starosti in 
ekvivalentnih dimenzij. Injiciral sem mešanico analitov in internih standarov s 
koncentracijo 0,1 mg/mL v metanolu. Iz primerjave kromatogramov na slikah 9 in 10 je 
razvidno, da je MS UI modifikacija ključnega pomena za zagotavljanje zaznavnja nižjih 
koncentracij, ustrezne oblike in posledično tudi dobre ponovljivosti kromatografskih 
vrhov.  
 
Slika 9: Primerjava kromatogramov standardnih raztopin na delovni koncentraciji 
(vrednosti v tabeli 6) kromatografske kolone HP-5MS UI z ekvivalentno HP-5 kolono. 
Vrstni red eluiranja analitov na koloni HP-5MS UI: PDCP (18,2 min), MP (19,0 min), 
BHA (19,9 min), dBHT (20,4 min), BHT (20,8 min), EP (20,9 min), PP (21,8 min), BP 
(23,6 min), NBBS (26,3 min), TBEP (31,9 min). 
 




Slika 10: Primerjava kromatogramov kromatografske kolone HP-5MS UI z 
ekvivalentno HP-5 kolono - povečava za metilparaben. 
 
 
Ker so MS UI modifikacije stacionarne faze kapilarnih kolon komercialno dostopne šele 
zadnjih nekaj let, je razumljivo, da v literaturi njihova uporaba (še) ni pogosto 
omenjena. Na podlagi tega je mogoče tudi razložiti, zakaj do sedaj še ni bilo mogoče 
neposredno (brez derivatizacije) določevati  sledov parabenov in ostalih polarnih spojin, 
kot je npr. TBHQ.  
 
4.2.2 MS/MS parametri 
Spojine, s katerimi sem se ukvarjal v svojem delu, so doslej določevali s plinsko 
kromatografijo, sklopljeno z različnimi načini detekcije30,60–67,92,94–96,104,105. Neselektivni 
oziroma nespecifični detektorji, kot je npr. FID, ne omogočajo nedvoumne potrditve 
istovetnosti neke spojine. V primeru takšne detekcije je povečana verjetnost zaznavanja 
neželenih interferenc iz matrice in lažno pozitivnih rezultatov. Zaznava in določanje 
spojin z masnimi spektrometri v načinu snemanja izbranih ionov (SIM, angl. selected 
ion monitoring) v primerjavi s prej omenjenimi nespecifičnimi detektorji predstavlja 
korak naprej pri selektivnem določanju spojin. Težave nastopijo, če je potrebna analiza 
kompleksnih vzorcev, kjer tudi SIM način snemanja ne omogoča zadovoljive 
selektivnosti. Večjo selektivnost v primerjavi s SIM predstavlja TIC način snemanja, ki 
pa se le redko uporablja za določevanje, saj je bistveno manj občutljiv. Tu nastopi 
tandemska masna spektrometrija v načinu spremljanja izbranih prehodov (SRM, angl. 
selected reaction monitoring), ki omogoča visoko selektivnost tudi pri analizi 
kompleksnih vzorcev in tudi za sočasno eluirajoče se spojine enakih m/z. Za razvoj 
selektivne in občutljive SRM metode je za vsako spojino najprej potrebno določiti 
karakteristične in dovolj intenzivne prekurzorske ione, ki jih nato pri neki optimalni 
trkovni energiji fragmentiramo v pripadajoče produktne ione. 
Razvoj SRM metode sem začel tako, da sem v TIC načinu snemanja najprej posnel 
kromatogram standardne mešanice analitov in internih standardov s koncentracijo 0,1 
mg/mL (Slika 11). Na podlagi zaznanih kromatografskih vrhov sem določil časovna 
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območja, kjer se je eluiral posamičen analit (angl. time window) in na podlagi masnega 
spektra vsake spojine izbral tri najbolj intenzivne ione. Te ione sem nato naprej 
fragmentiral pri različnih trkovnih energijah v načinu snemanja produktnih ionov (ang. 
product ion), ki mi je omogočil izbiro potencialnih kandidatov za produktne ione. 
Preveril sem trkovne energije v območju od 2 – 60 eV in glede na posnete masne 
spektre izbral najustreznejše kvantifikacijske in kvalifikacijske prehode. Kot 
kvantifikacijski prehod sem zavoljo občutljivosti izbral prehod z največjo intenziteto, 
kot kvalifikacijskega pa zavoljo selektivnosti in nedvoumnosti pri identifikaciji 
takšnega, ki je za posamezen analit najbolj karakterističen. V primeru vseh parabenov 
sem za kvantifikacijo fragmentiral ion z m/z 121, medsebojno pa sem jih poleg 
retencijskega časa razlikoval še glede na kvalifikacijski prehod, ki je bil za vsak paraben 
specifičen (Slika 12). Po izbiri za vsak analit najprimernejših kvantifikacijskih in 
kvalifikacijskih prehodov sem ponovno optimiziral trkovne energije, tokrat v manjših 
intervalih med 5 – 15 eV. Ugotovil sem, da je za vse prehode najoptimalnejša energija 
10 eV. Retencijski časi analitov, njihovi kvantifikacijski in kvalifikacijski prehodi so 
predstavljeni v tabeli 7. 
 
  




Slika 11: Prikaz kromatogramov standardne mešanice analitov (0,1 mg/mL) pri razvoju 
MS/MS metode. Kromatogram v TIC načinu snemanja (A), Product ion načinu 
snemanja (B) in SRM načinu snemanja (C) po optimiziranih trkovnih energijah. Vrstni 
red eluiranja analitov je: MP (18,7 min), BHA (19,5 min), BHT (20,3 min), EP (20,5 
min), TBHQ (21,3 min), PP (23,2 min), BP (25,1 min), NBBS (26,0 min), TBEP (31,7 
min). 
  








Slika 12: Masni spektri v različnih fazah razvoja MS/MS metode. Masni spektri analita 
MP v TIC načinu snemanja (A), v Product ion načinu snemanja dveh prehodov (B: 152 
→ 20 – 200 m/z, C: 121→ 20 – 200 m/z) in v SRM načinu snemanja kvantifikacijskega 
(D: 121 → 93 m/z) in kvalifikacijska prehoda (E: 152 → 121 m/z). 
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Tabela 7: Seznam in strukture analitov in internih standardov, njihovih retencijskih 











19.0 min 121 → 93 152 → 121 
BHA 
 
19.9 min 165 → 137 137 → 109 
BHT 
 
20.8 min 205 → 177 220 → 205 
EP 
 
20.9 min 121 → 93 166 →138 
TBHQ 
 
21.8 min 151 → 123 166 →151 
PP 
 
23.6 min 121 → 93 180 →138 
BP 
 
25.4 min 121 → 93 194 →138 
NBBS 
 
26.3 min 141 → 77 170 →141 
TBEP 
 
31.8 min 125 → 99 85 →57 
dBHT 
 
20.4 min 240 → 222 / 
PDCP 
 
18.2 min 202 → 90 / 
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4.2.3 Izbira internega standarda 
Za zagotavljanje dobre ponovljivosti, linearnega območja in točnosti kvantitativnih 
analiznih metod pogosto uporabimo vrednotenje rezultatov z metodo internega 
standarda. Izbira primerne spojine, ki služi kot interni standard, pa je velikokrat težaven 
in dolgotrajen proces, saj naj bi interni standard imel podobne fizikalno-kemijske 
lastnosti kot določevani analiti, a hkrati za slednje ne sme predstavljati moteče 
interference. V literaturi objavljene MS-metode kot interne standarde najpogosteje 
uporabljajo izotopsko označene analoge analitov, ki z izotopsko zamenjavo enega ali 
več atomov predstavljajo največji možen približek določevanim spojinam. Težava 
izotopsko označenih reagentov pa je ta, da so zaradi svoje visoke cene in zahtevnih 
sinteznih poti velikokrat težko dostopni in iz navedenih razlogov nezaželeni v rutinski 
kontroli. 
V svojem delu sem kot interni standard imel možnost uporabiti in preveriti delovanje 
izotopsko označenega analoga BHT (2,6-di(terc-butil-d9)-4-metil(fenol-3,5,O-d3) – 
dBHT). Tekom razvoja metode sem ugotovil tudi, da se reagent fenil diklorofosfat 
(PDCP), ki sem ga v času svojih raziskav imel na voljo, ob raztapljanju v metanolu pri 
sobni temperaturi kvantitativno pretvori v metoksi analog. Na omenjeno pretvorbo sem 
postal pozoren pri injiciranju raztopine PDCP v metanolu (koncentracija približno 1 
mg/mL) v sistem GC-MS/MS v načinu snemanja TIC. Pričakoval sem masni spekter s 
karakterističnim fragmentom 210 m/z, ki bi ustrezal molekulskemu ionu, preko 
ujemanja s spektralno knjižnico NIST pa bi potrdil tudi istovetnost PDCP. Namesto 
omenjenega je pripadajoči masni spekter kromatografskega vrha kazal popolnoma 
drugačno sliko, saj je imel najvišji zaznani fragment 202 m/z, preostalih pa v danem 
trenutku tudi ni bilo mogoče razložiti (Slika 13).  
 
 
Slika 13: Masni spekter glavnega kromatografskega vrha raztopine PDCP v metanolu 
(koncentracija približno 1 mg/mL), posnet z načinom ionizacije EI.  
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Raztopino sem zato primerno redčil in injiciral v masni spektrometer visoke ločljivosti, 
kjer sem baznemu ionu določil vrednost 203,0479 m/z. Programska oprema je kot 
molekulsko formulo predlagala C8H12O4P, kot je razvidno tudi iz HRMS spektra (Slika 
14).  
Glede na znan princip delovanja HRMS-spektrometra, interpretacijo njegovih masnih 
spektrov in povezavo z delovanjem EI-ionizacije sem sklepal, da ion, ki sem ga določil 
s HRMS, pripada [M+H]+ in da predlagana struktura ustreza metoksi analogu PDCP 
(Slika 15). Ker na GC-MS/MS-kromatogramu z EI-načinom ionizacije in tudi na 
HRMS-masnem spektru nisem zaznal m/z, ki bi ustrezale izhodni obliki PDCP, sem 
lahko potrdil, da pretvorba v metoksi analog poteče kvantitativno. Metoksiliran analog 
PDCP (dimetil fenil fosfat) je sicer komercialno dostopna kemikalija, vendar ga v času 
svojih raziskav nisem imel na voljo. 
 
  




Slika 15: Pretvorba PDCP v metoksi analog. 
 
PDCP v metoksi obliki predstavlja sorodno spojino TBEP, ki je ravno tako fosfatni 
ester. Po pregledu literature sem ugotovil, da je prisotnost PDCP v polimerih in v živilih 
nemogoča, saj se reagent uporablja predvsem kot katalizator v organski sintezi, zato je 
verjetnost interferenc pri analizi vzorcev praktično nična.  
Uporabnost internih standardov dBHT in PDCP sem primerjal tako, da sem preveril 
osnovne validacijske parametre metode. Ti so ponovljivost sistema, ponovljivost 
metode, točnost metode in linearno območje metode. Iz rezultatov v tabeli 8 je razvidno, 
da cenovno ugoden PDCP ni samo primerljiva, temveč v nekaterih primerih celo boljša 
alternativa izotopsko označenemu in dragemu dBHT.  
Kljub temu, da je kromatografski vrh dBHT po obliki ustreznejši in bolj podoben 
idealni Gaussovi krivulji (Slika 16), je ploščina vrha PDCP ob večkratnem injiciranju 
bolj ponovljiva, posledično so tudi parametri metode, vrednoteni s PDCP, boljši.  





Slika 16: Primerjava kromatografskih vrhov internih standardov PDCP (zgoraj) in 
dBHT (spodaj). 
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Tabela 8: Primerjava parametrov metode s PDCP in dBHT kot internima standardoma.  
 






(n = 6) 
delovna konc. 
(RSD, %) 
(n = 6) 
delovna konc. 
 (RSD, %) 




(n = 6) 
  PDCP dBHT PDCP dBHT PDCP dBHT PDCP dBHT PDCP dBHT 
MP  50 12,4 12,8 1,5 7,3 1,8 2,9 0,9996 0,9965 98 91 
BHA 2,5 4,3 4,6 4,2 4,4 3,6 6,6 0,9993 0,9955 98 95 
BHT 1,5 6,4 1,3 6,5 2,3 4,2 6,4 0,9958 0,9983 95 95 
EP 25 5,1 10,7 1,7 6,9 2,4 4,9 0,9989 0,9939 96 91 
TBHQ 20 8,9 11,6 6,1 6,0 3,3 2,7 0,9985 0,9937 98 98 
PP 5 16,6 21,7 5,6 11,3 1,4 5,2 0,9973 0,9934 101 100 
BP 5 15,8 14,5 4,4 5,5 2,6 7,1 0,9971 0,9917 100 95 
NBBS 1 8,7 11,7 6,3 8,4 0,8 8,6 0,9984 0,9915 105 97 
TBEP 3 14,9 14,8 4,3 4,4 5,4 10,1 0,9975 0,9890 102 98 
DK: delovna koncentracija 
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4.2.4 Parametri SPME  
4.2.4.1 Izbira SPME-vlakna 
Izbira najprimernejšega SPME-vlakna je eden izmed ključnih parametrov pri razvoju 
metode SPME, saj je od stacionarne faze SPME-vlakna odvisno, ali bomo spojino sploh 
ekstrahirali, poleg tega pa je od nje odvisen tudi delež sorpcije in kasneje desorpcije 
analitov. V odvisnosti od sestave stacionarne faze lahko govorimo tudi o selektivnosti 
na določene tipe spojin, ki je v največji meri odvisna od polarnosti, molskih mas in 
funkcionalnih skupin analitov. Izmed vlaken, ki sem jih imel na voljo, sem želel izbrati 
takšnega, ki bo kar se da optimalno za vseh devet analitov iz štirih skupin spojin (in tudi 
za interni standard), zato sem bil pripravljen na optimizacijo parametrov za dosego čim 
boljše občutljivosti in ponovljivosti za posamičen analit. V svojem delu sem preveril 
ekstrakcijsko učinkovitost petih stacionarnih faz za SPME: PA (bela ozaka), PDMS 
(rdeča oznaka), PDMS/DVB (rožnata oznaka), DVB/CAR/PDMS (siva oznaka) in 
CAR/PDMS (črna oznaka). Učinkovitost vsake sem ocenjeval na podlagi odziva 
analitov in internega standarda pri ekstrakciji iz standardne raztopine v odvisnosti od 
izbire stacionarne faze vlakna. Za preverjanje ponovljivosti sem z vsakim vlaknom 
vzorčil in injiciral analite iz standardne raztopine v treh paralelkah. Iz rezultatov na sliki 
17 je razvidno, da se na fazi PDMS in CAR/PDMS ni sorbirala omembe vredna količina 
analitov, zato sem ju izločil iz nabora. Faze PA, DVB/CAR/PDMS in PDMS/DVB so 
pokazale primerljive ploščine vrhov za parabene. DVB/CAR/PDMS in PDMS/DVB sta 
se glede na visoke odzive izkazali kot najoptimalnejši izbiri za določevanje BHA, BHT, 
TBHQ in NBBS. TBEP se je  najbolje ekstrahiral v primeru uporabe faz PA in PDMS, 
sledila je faza DVB/CAR/PDMS. Pri izbiri ustrezne faze sem sicer preverjal tudi odziv 
za PDCP, vendar ta faktor ni bil bistvenega pomena, saj je koncentracija internega 
standarda fleksibilen parameter, ki ga lahko poljubno prilagodimo za doseganje 
ustreznih ploščin kromatografskih vrhov. Kljub temu, da sem za nekatere analite s 
fazama PDMS/DVB in DVB/CAR/PDMS dosegel višje odzive, se je za fazo PA 
izkazalo, da daje najbolj ponovljive odzive. Ugotovil sem tudi, da je PA vlakno v 
primerjavi z ostalimi vlakni bistveno bolj robustno, saj se je po večkratni zaporedni 
uporabi najmanjkrat zlomilo, zvilo ali drugače poškodovalo. Kot optimalna izbira za 
dosego največjih odzivov, najboljših ponovljivosti in največjih robustnosti se je glede 
na zgoraj omenjene ugotovitve izkazalo vlakno s PA-fazo. 




Slika 17: Vpliv izbire stacionarne faze SPME-vlakna na ploščine in ponovljivost 
analitov, ki sem ga izvedel na standardni mešanici analitov na delovni koncentraciji. 
Ekstrakcija je potekala 25 min pri 50 °C s koncentracijo NaCl 100 g/L. Intervali napake 
predstavljajo standardni odklon (n = 3).  
 
4.2.4.2 Vpliv dodatka NaCl 
Z zvišanjem koncentracije elektrolitov in posledičnim povečanjem ionske moči 
raztopine na sorpcijo na SPME-vlakno vplivamo na dva načina: spremenimo fizikalno-
kemijske lastnosti na fazni meji med raztopino in vlaknom ter zmanjšamo topnost 
spojin s hidrofobnimi lastnosti v vodni fazi. Pojav je znan tudi kot izsoljevanje in ga v 
analizni kemiji uporabljamo tudi pri drugih ekstrakcijskih tehnikah. Njegov glavni 
namen je izboljšanje izkoristka pri različnih vrstah ekstrakcij, med drugim tudi SPME. 
V svojem delu sem optimiziral odzive za analite in interni standard pri ekstrakciji iz 
standardne raztopine v odvisnosti od količine dodanega NaCl. Preveril sem učinek na 
štirih koncentracijskih nivojih, pri čemer sem začel z raztopino brez dodatka NaCl in 
nadaljeval s 50 g/L, 100 g/L, ter končal z 200 g/L dodatkom NaCl. Za preverjanje 
ponovljivosti sem standardno raztopino na vsakem koncentracijskem nivoju ekstrahiral 
v treh paralelkah. Iz slike 18 je razvidno, da so odzivi za vse analite daleč največji ob 
največjem dodatku NaCl. Pojav je še posebej izrazit v primeru parabenov, NBBS in 
internega standarda PDCP, pri katerih so ploščine vrhov primerjalno na raztopino z 100 
g/L NaCl večje za faktor več kot 2. Med ploščinami vrha BHA in količino dodanega 
NaCl sem opazil linearno korelacijo. Kljub temu, da gre za podobno spojino, pa 
količina dodanega NaCl ni vplivala na odzive za  BHT. V primeru TBHQ sem zasledil 
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dodatka NaCl ni mogoče, saj je bil v primeru raztopine brez dodanega NaCl vrh komaj 
zaznaven. Podobno kot že v primeru BHT in TBHQ, pa so visoke koncentracije NaCl 
negativno vplivale na ploščino vrha TBEP. Kljub temu, da se je večina analitov najbolje 
ekstrahirala iz raztopine z najvišjim dodatkom NaCl, je bilo SPME-vlakno v tej 
raztopini daleč najbolj obremenjeno, posledično je najkrajša bila tudi njegova 
življenjska doba. Podobno je bila tudi ponovljivost treh zaporednih ekstrakcij v primeru 
raztopine z 200 g/L NaCl bistveno slabša. Optimiziran dodatek NaCl za dosego 
najvišjih ploščin vrhov analitov, najboljših ponovljivosti ploščin in ohranjanjem 
življenjske dobe vlakna je znašal 100 g/L NaCl. 
 
Slika 18: Vpliv dodatka NaCl na ploščine in ponovljivost vrhov analitov, ki sem ga 
izvedel na standardni mešanici analitov na delovni koncentraciji. Ekstrakcija je potekala 
25 min pri 50 °C na 85 µm poliakrilatno (PA) vlakno. Intervali napake predstavljajo 
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4.2.4.3 Vpliv temperature inkubacije 
Ker metoda, ki sem jo razvijal, temelji na potopitvi SPME-vlakna neposredno v 
raztopino (angl. direct immersion), ni potrebno ravnotežje med tekočo in parno fazo, kot 
je to običajno pri HS-vzorčenju. Kljub temu pa je sorpcija analitov na vlakno še vedno v 
določeni meri odvisna od temperature raztopine, zato sem preveril še vpliv temperature 
inkubacije raztopin na ploščine in njihovo ponovljivost v treh paralelkah. Standardne 
raztopine sem inkubiral pri 35, 50 in 75 °C. Iz rezultatov na sliki 19 je razvidno, da višja 
temperatura inkubacije z izjemo BHT pozitivno vpliva na ploščine vseh analitov. 
Podobno kot v primeru vpliva dodatka NaCl je tudi pri študiji temperaturnega vpliva 
ponovljivost injiciranj z naraščajočo temperaturo padala. Višja temperatura je daleč 
najbolj vplivala na ponovljivost ploščin vrhov internega standarda, kar je s stališča 
zagotavljanja ponovljive in natančne metode nesprejemljivo. Pri višji temperaturi 
inkubacije sem opazil tudi, da se SPME-vlakno pogosteje poškoduje in zlomi kot v 
primeru nižjih temperatur, zato sem kot najprimernejšo temperaturo inkubacije izbral 50 
°C.  
 
Slika 19: Vpliv temperature inkubacije na ploščine in ponovljivost vrhov analitov, ki 
sem ga izvedel na standardni mešanici analitov na delovni koncentraciji. Ekstrakcija je 
potekala 25 min z dodatkom 100 g/L NaCl na 85 µm poliakrilatno (PA) vlakno. 
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4.2.4.4 Vpliv časa ekstrakcije 
Ponovljivost ploščin vrhov analitov je najboljša takrat, ko je doseženo porazdelitveno 
ravnotežje za analite med raztopino in SPME-vlaknom. Do vzpostavitve ravnotežja pa 
ne pride neposredno po izpostavitvi vlakna raztopini, ampak navadno traja nekaj časa, 
da se komponente porazdelijo med obema fazama. Slika 20 prikazuje odvisnost ploščin 
vrhov določevanih spojin in njihovih ponovljivosti od časa izpostavljenosti vlakna 
raztopini. Primerjal sem čas ekstrakcije 5, 15, 25 in 45 min. Kot je razvidno iz slike 20, 
se je kot najbolj učinkovit izkazal najdaljši čas ekstrakcije. Za vse spojine je tudi možno 
potrditi, da daljši čas inkubacije zviša njihove ploščine. V primeru 5 min ekstrakcije 
odzivi sicer niso bili zanemarljivi, je bila pa ponovljivost za večino spojin 
nesprejemljiva, saj so vrednosti RSD znašale tudi do 50 % (BHA, BHT, TBHQ). Med 
15 in 45 min ni bistvenih razlik v ploščinah (z izjemo BHA in BHT), iz česar je mogoče 
sklepati, da se sprejemljivo ravnotežje vzpostavi že po 15 min ekstrakcije. Ker dolžina 
temperaturnega programa GC pečice, vključno z ohlajanjem, znaša približno 38 min, 
sem za optimizacijo metode med občutljivostjo, ponovljivostjo in praktičnostjo izbral 
čas ekstrakcije 25 min, pri čemer se je pred izpostavitvijo SPME-vlakna raztopini 
slednja inkubirala 5 min.  
 
 
Slika 20: Vpliv časa ekstrakcije na ploščine in ponovljivost vrhov analitov, ki sem ga 
izvedel na standardni mešanici analitov na delovni koncentraciji. Ekstrakcija je potekala 
pri 50 °C  z dodatkom 100 g/L NaCl na 85 µm poliakrilatno (PA) vlakno. Intervali 
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4.2.4.5 Vpliv matrice 
Lastnosti in sestava matrice vzorčne raztopine sodita med najpomembnejše dejavnike, 
ki vplivajo na občutljivost, točnost, ponovljivost in tudi druge parametre neke metode. 
Priprava vzorca in pripadajoča obdelava in morebitna modifikacija matrice je pri večini 
metod v primerjavi s preostalimi koraki v najmanjši meri avtomatizirana, najbolj 
zamudna in posledično tudi najbolj podvržena napakam.  Iz navedenih razlogov sem 
tudi sam stremel k temu, da je bila priprava vzorca v maksimalni možni meri 
avtomatizirana. Korake, ki jih ni bilo mogoče avtomatizirati, sem optimiziral tako, da so 
bili kljub temu hitri in relativno nezahtevni. V treh paralelkah sem preveril odzive za 
analite in interni standard pri različnih modifikacijah standardne raztopine. Dodatek 
NaCl, HCl in KCl je bil pri vseh poskusil enak in skladen s poglavjem 3.4: 
- Modelna raztopina A; 
- Modelna raztopina A z dodatkom NaCl, HCl in KCl; 
- Modelna raztopina C; 
- Modelna raztopina C (z dodatkom NaCl, HCl in KCl); 
- Standardna raztopina (brez NaCl, HCl in KCl, ostalo) 
- Standardna raztopina (brez NaCl) 
- Standardna raztopina (brez HCl) 
- Standardna raztopina (brez KCl) 
Slika 21 predstavlja rezultate študije vpliva različnih matric na ploščine vrhov analitov 
in internega standarda ter njihovih ponovljivosti. Daleč najnižje ploščine sem določil pri 
ekstrakciji iz matric, ki so temeljile na modelnih raztopinah A in C in jih nisem obdelal 
skladno z optimizirano pripravo vzorca (kot opisano v razdelku 3.4.). Pri teh raztopinah 
nisem odparil hlapnih komponent, jih obdelal v ultrazvočni kopeli ali dodal NaCl, HCl 
in KCl. S tem sem potrdil, da je za učinkovito vzorčenje SPME potrebno odstraniti 
večje količine organskih topil, torej v največji možni meri zagotavljati v vodni medij. 
Zaradi nizke ionske moči sem pri ekstrakciji iz izključno vodnega medija določil nizke 
ploščine vrhov za vse parabene in TBEP. Podoben pojav sem opazil tudi pri matricah 
brez dodanega NaCl, kjer so bile ploščine vrhov parabenov, BHA, TBHQ in NBBS 
ravno tako nizke. Z dodatkom HCl in KCl nisem samo stabiliziral pH na vrednost 
približno 2, ampak sem rahlo povečal tudi ionsko moč. Pri ekstrakciji iz matric, ki jim 
nisem dodal HCl in KCl, nisem zasledil bistvenega padca ploščin vrhov BHA, BHT, 
NBBS, TBEP in PDCP. V primeru parabenov in TBHQ, ki sodijo v skupino 
ionizirajočih spojin, pa sem v primeru odsotnosti HCl zasledil rahel padec ploščin. 
Opazil sem tudi, da je pri ekstrakciji iz matric, ki jim nisem dodal HCl, ponovljivost za 
parabene in TBHQ slabša, kar je najverjetneje posledica nestabiliziranih pH vrednosti. 
Izjema je bil BHT, za katerega je bil odziv pri vseh preizkušenih matricah primerljiv. Za 
zagotavljanje občutljive in ponovljive metode sem ugotovil, da mora vzorec imeti 
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znatno ionsko moč, stabilizirane pH vrednosti v kislem območju in ne sme vsebovati 
organskih topil reda velikosti nekaj %.  
 
Slika 21: Vpliv različnih matric na ploščine in ponovljivost vrhov analitov, ki sem ga 
izvedel na standardni mešanici analitov na delovni koncentraciji. Ekstrakcija je potekala 
25 min pri 50 °C na 85 µm poliakrilatno (PA) vlakno. 
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4.2.4.6 Spremljanje preostalega etanola 
Ena izmed ugotovitev prejšnjega poglavja (vpliv matrice) je bila tudi ta, da prisotnost 
večjih količin organskih topil kritično vpliva na odzive in ponovljivost vrhov analitov. 
Največji prispevek k vsoti organskih topil vsekakor predstavlja etanol, saj ta sestavlja 
večino modelnih raztopin: 10 % (v/v) v modelni raztopini A, 20 % (v/v) v modelni 
raztopini C in kar 50 % (v/v) v modelni raztopini D1. V poglavju 3.2.4.5 sem med 
drugim ugotovil tudi to, da so ploščine vrhov analitov pri matrici z 20 % (v/v) etanola 
pričakovano bistveno nižje. Ker se je sorazmerno z odzivi analitov pri ekstrakciji v 
prisotnosti etanola zmanjšala tudi ploščina vrha internega standarda, je bil vpliv na 
točnost metode zanemarljiv oziroma bistveno manjši. Slabosti nižjih odzivov pa sta, 
kljub kompenzaciji z internim standardom, višja meja zaznave in višja meja določitve. 
Za zagotavljanje medija, ki bi bil čim bližje vodnemu, sem stremel k temu, da etanol v 
največji možni meri odstranim. Ker se vrelišči etanola (78 °C) in vode razlikujeta za 
približno 22 °C, sem se odločil etanol odstranjevati s pomočjo uparevanja pod znižanim 
tlakom (rotavapiranje). Proces je bilo potrebno aktivno spremljati in zagotavljati varno 
delo, zato je ta postopek zahteval konstantno prisotnost ustrezno izobraženega 
operaterja. Postopka v takšni obliki tudi ni mogoče avtomatizirati, zato sem se odločil 
korak optimizirati do te mere, da bo kar najbolj hiter, a še vedno učinkovit. 
Učinkovitost odstranjevanja etanola sem spremljal s preprosto GC-FID metodo (metoda 
je podrobno opisana v poglavju 3.7), s katero sem analiziral frakcije raztopine v 
različnih časovnih točkah uparevanja oziroma uparevanja pri različnih nastavitvah in 
pogojih (slika 22). Rezultati so predstavljeni v tabeli 9. Etanol sem odstranjeval iz 
modelne raztopine C z začetno vrednostjo etanola 20 % (v/v). Za preveritev 
morebitnega vpliva uparevanja na točnost in odzive za analite, sem modelni raztopini 
dodal standardno mešanico analitov na delovni koncentraciji in jo po končanem 
uparevanju obdelal skladno s postopkom, predstavljenim v točki 2.4.  
 
 
Slika 22: Kromatogram vzorca modelne raztopine C po uparevanju pod znižanim 
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Tabela 9: Pogoji uparevanja etanola pod znižanim tlakom, njegove vsebnosti in vpliv na 
točnost (izkoristek) za BHT. 
 
temperatura vodne kopeli čas obdelave vsebnost etanola (v/v) točnost za BHT 
40 °C 5 min 15,61 % 85 % 
40 °C 30 min 6,45 % 89 % 
60 °C 5 min 1,22 % 91 % 
60 °C 30 min 0,16 % 56 % 
 
Kljub temu, da je vrelišče BHT približno 265 °C, pa je bilo že dokazano, da BHT sodi 
med bolj hlapne antioksidante110. Slednje sem ugotovil tudi pri spremljanju 
odstranjevanja etanola, saj sem dokazal, da pogoji uparevanja pod znižanim tlakom 
izmed vseh analitov kritično vplivajo na parameter točnosti izključno za BHT. Pri 
temperaturi vodne kopeli 60 °C in 30 min uparevanja sem določil le 56 % dodanega 
BHT, kar je s stališča zagotavljanja točne metode nesprejemljivo. Če sem upareval pri 
enaki temperaturi, vendar le 5 min, sem določil najvišji izkoristek BHT (91 %) v 
primerjavi z ostalimi testiranimi pogoji (tabela 9). Odstranjevanje etanola pri 
temperaturi vodne kopeli 40 °C je bilo bistveno manj učinkovito, saj sem po 5 min 
uparevanja določil več kot 15 %, po 30 min pa tudi več kot 5 % etanola. S stališča 
izkoristka (točnosti) za BHT vrednosti sicer nista bili kritični, je pa, kot že omenjeno, 
odziv za analite pri ekstrakciji iz take matrice bistveno nižji, posledično sta slabši meji 
zaznave in določitve vseh analitov. S stališča zagotavljanja dobre metode to ni bilo 
sprejemljivo, saj sem ves čas stremel k metodi, s katero bi lahko določil čim nižje 
koncentracije analitov. 
Na podlagi omenjenih ugotovitev sem moral metodo optimizirati v odvisnosti od dveh 
parametrov; to sta ustrezna točnost metode in čim nižji delež rezidualnega etanola v 
matrici, od katerega sta odvisni predvsem ponovljivost in občutljivost metode. Zato sem 
se odločil etanol uparevati 5 min pri temperaturi vodne kopeli 60 °C. 
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4.3 Validacija metode 
Kakovost neke analizne metode se začne že v fazi razvoja. Validacija analizne metode 
pa je proces, s katerim potrdimo ustreznost in primernost metode za njen namen. 
Rezultati, ki jih dobimo z validacijo metode, nam služijo za ocenjevanje kakovosti in 
zanesljivosti analiznih rezultatov, zato je priporočljivo, da je validacija metode sestavni 
del vsake dobre prakse na področju analizne kemije. Še posebno to velja, če je metoda 
namenjena rutinskemu delu.  
Priporočeno je, da validacija kvantitativne analizne metode obsega ovrednotenje 
parametrov točnosti, ponovljivosti, natančnosti, ponovljivosti znotraj laboratorija, 
linearnega območja, mej zaznave (LOD) in določitve (LOQ) ter selektivnosti.   
Osnovne validacijske parametre, kot sta npr. točnost in ponovljivost, sem sproti okvirno 
preverjal že tekom razvoja in optimizacije metode, saj sem le tako lahko zagotavljal, da 
se s svojimi raziskavami in izboljšavami gibljem v pravo smer. Po končanem razvoju in 
optimizaciji metode sem jo v celoti validiral. Slepi vzorec, s katerim sem dokazoval 
ustreznost metode z dodajanjem ustrezne količine standardov analitov, je bila modelna 
raztopina C.  
4.3.1 Ponovljivost kromatografskega sistema, ponovljivost metode in obnovljivost 
metode 
Parametri ponovljivosti sistema, metode in obnovljivosti metode so medsebojno 
povezani, saj se ustreznost vsakega izmed parametrov določa preko relativnega 
standardnega odmika (RSD) bodisi ploščin, razmerja ploščin ali izračunanih 
koncentracij analitov. Ponovljivost sistema sem podal kot RSD razmerja ploščin med 
posamičnim analitom in internim standardom. Ponovljivost sistema (n = 6) sem za vsak 
analit preveril na dveh koncentracijskih nivojih, in sicer pri meji določitve (LOQ) in pri 
delovni koncentraciji (tabela 6) vsakega izmed analitov. Iz rezultatov v tabeli 10 je 
razvidno, da so ponovljivosti vseh analitov pri delovni koncentraciji zelo dobre z RSD 
manjšimi od 10 %. Najnižjo vrednost RSD sem določil za MP (1,5 %), najvišjo pa za 
BHT (6,5 %). V primeru ponovljivosti pri LOQ so bile vrednosti RSD sicer višje, 
vendar še vedno sprejemljive. Najnižji RSD pri LOQ sem določil za BHA (4,3 %), 
najvišjega pa za PP (16,6 %).  
Ponovljivost metode sem validiral tako, da sem modelni raztopini C dodal standardno 
mešanico pri delovni koncentraciji (n = 6) oziroma pri koncentraciji meje določitve 
(LOQ) (n = 3) in jo obdelal skladno z opisano pripravo vzorca. Ponovljivost metode 
sem določil tako, da sem določil RSD izračunanih koncentracij vsakega izmed analitov. 
Iz rezultatov v tabeli 10 je razvidno, da je ponovljivost metode tako znotraj dneva, kot 
med dnevi, dobra, saj so vrednosti RSD pri delovni koncentraciji v večini primerov 
manjše od 5 %. Izjema je ponovljivost metode za NBBS na dan št. 2, ki je znašala 5,2 
%, kar pa je, upoštevajoč nizek koncentracijski nivo, še zmeraj sprejemljiva vrednost. 
Podobno velja tudi za ponovljivost metode pri LOQ, kjer je ravno tako na dan št. 2 bila 
za večino analitov najslabša, vendar še vedno sprejemljiva, saj so bile vse vrednosti 
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RSD manjše od 20 % (najvišja ponovno za NBBS z vrednostjo 15,8 %). Obnovljivost 
metode sem določil tako, da sem ponovno določil ponovljivost sistema (razmerja 
ploščin) pri LOQ (n = 6) in pri delovni koncentraciji (n = 6), ter izkoristek (točnost) 
dodatka standardne mešanice analitov pri LOQ (n = 6) in pri delovni koncentraciji (n = 
6) v modelni raztopini C.  Pri tem sem uporabil drugo serijo z enako stacionarno fazo 
(PA) SPME vlakna istega proizvajalca (Supelco). Iz vrednosti RSD in izkoristkov v 
tabeli 10 je razvidno, da je predvsem obnovljivost pri LOQ nekoliko slabša, saj najvišji 
RSD (BHT) znaša 20,5 %, najnižji pa 8,9 % (BHA). Obnovljivost sistema je bila pri 
delovni koncentraciji sicer sprejemljivejša, vendar v primerjavi s prvotno uporabljenim 
SPME-vlaknom še vedno slabša, iz česar je mogoče sklepati, da je kakovost metode 
povezana s kakovostjo SPME-vlakna, ki sem ga v danem trenutku imel na voljo. Kljub 
slednjemu je bila točnost metode tako pri LOQ kot pri delovni koncentraciji več kot 
sprejemljiva. Torej znotraj intervala ± 20 % pri LOQ in znotraj intervala ± 5 % pri 
delovni koncentraciji. 
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Tabela 10: Ponovljivost sistema, ponovljivost metode, ponovljivost med dnevi in obnovljivost metode. 
 
 


















(n = 6) 
DK 
(n = 6) 
DK 
(n = 6) 
LOQ 
(n = 3) 
DK 
(n = 6) 
LOQ 
(n = 3) 
DK 
(n = 6) 
LOQ 
(n = 3) 
DK 
(n = 6) 
LOQ 
(n = 6) 
DK 
(n = 6) 
LOQ 
(n = 6) 
DK 
(n = 6) 
MP 12,4 1,5 1,8 0,7 1,9 4,8 3,5 3,2 3,2 12,5 4,3 89 98 
BHA 4,3 4,2 3,6 3,0 2,5 8,6 3,3 2,1 1,2 8,9 6,0 85 98 
BHT 6,4 6,5 4,2 2,9 4,0 9,7 3,4 2,1 2,0 20,5 8,8 100 91 
EP 5,1 1,7 2,4 3,1 2,5 2,6 5,7 1,1 1,5 14,4 3,9 84 96 
TBHQ 8,9 6,1 3,3 1,6 2,0 6,6 2,9 2,8 3,7 16,4 5,6 102 98 
PP 16,6 5,6 1,4 4,0 2,8 7,8 3,3 2,9 1,7 16,3 5,3 85 101 
BP 15,8 4,4 2,6 3,3 1,4 3,4 4,7 3,5 1,3 11,3 4,7 86 100 
NBBS 8,7 6,3 0,8 4,3 2,2 15,8 5,2 5,7 1,7 16,0 4,6 114 105 
TBEP 14,9 4,3 5,4 0,2 1,2 7,0 6,4 1,3 3,2 19,5 8,3 118 102 
DK: delovna koncentracija (za vrednosti glej tabelo 6) 
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4.3.2 Točnost metode 
Točnost metode sem dokazal skupaj s ponovljivostjo metode. Modelni raztopini C sem 
dodal standardno mešanico analitov na treh koncentracijskih nivojih: meja določitve 
(LOQ) (n = 6), 10 % delovne koncentracije (n = 3) in delovna koncentracija (n = 6). 
Dodatno sem preveril tudi točnost metode pri delovni koncentraciji v modelni raztopini 
B, ki v primerjavi z modelno raztopino C predstavlja bolj kislo matrico vzorca brez 
večjih interferenc v obliki hlapnih organskih topil.  
Točnost ali izkoristek metode sem izračunal kot razmerje med določeno koncentracijo 
in dejansko (dodano) koncentracijo. Iz vrednosti, predstavljenih v tabeli 11, je mogoče 
razbrati, da je točnost za vse analite na vseh koncentracijskih nivojih in v vseh matricah 
vsaj sprejemljiva oziroma dobra. Najboljše izkoristke metode sem določil pri delovni 
koncentraciji v modelni raztopini C, kjer so za večino analitov izkoristki metode blizu 
oziroma točno 100 %. Vrednosti za parabene so sicer najbolj kritične pri nižjih 
koncentracijskih nivojih, kjer točnost za EP pri 10 % delovne koncentracije znaša 81 %, 
pri LOQ pa 83 %. Previsok izkoristek sem določil tudi za NBBS in TBEP, kar je najbolj 
kritično pri LOQ in znaša za NBBS 119 % in za TBEP 120 %. Višje izkoristke metode 
za obe spojini sem določil tudi pri modelni raztopini B, kjer vrednosti znašata 115 % in 
116 %. Točnost za TBHQ pri modelni raztopini B znaša 113 %, kar je v primerjavi z 
modelno raztopino C pri vseh koncentracijskih nivojih nekoliko višje. Na račun 
hlapnosti BHT, že opisani v poglavju 3.3.1.6, je točnost za BHT izmed vseh analitov 
najnižja in znaša 91 %.  
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Izkoristek metode (točnost)  
(%) 
LOQ  
(n = 3) 
10 % DK  
(n = 3) 
DK  
(n = 6) 
DK MR B  
(n = 3) 
MP 50 0,5 - 5000 0,9996 0,2 0,5 87 87 108 100 
BHA 2.5 0,025 - 250 0,9993 0,01 0,025 83 91 98 99 
BHT 1.5 0,015 - 150 0,9958 0,005 0,015 105 98 91 92 
EP 25 0,25 - 2500 0,9989 0,05 0,25 83 81 100 105 
TBHQ 20 0,2 - 2000 0,9985 0,05 0,2 107 103 108 113 
PP 5 0,05 - 500 0,9973 0,025 0,05 86 91 103 104 
BP 5 0,05 - 500 0,9971 0,025 0,05 87 88 99 101 
NBBS 1 0,01 - 100 0,9984 0,001 0,01 119 112 107 115 
TBEP 3 0,03 - 300 0,9975 0,005 0,03 120 102 109 116 
DK: delovna koncentracija 
MR B: modelna raztopina B 
   
Luka Žnideršič: Doktorska disertacija  Rezultati in razprava 
55 
 
4.3.3 Linearno območje metode 
Linearno območje metode sem dokazal tako, da sem analiziral standardne raztopine 
analitov na desetih koncentracijskih nivojih v razponu od meje določitve (LOQ) do 
desetkratnika delovne koncentracije vsakega izmed analitov. Na vsakem 
koncentracijskem nivoju sem pripravil in analiziral tri paralelke in vrednotil razmerje 
ploščin med analitom in internim standardom v odvisnosti od koncentracije. 
Za vse analite sem določil korelacijske koeficiente (R2) enake oziroma večje od 0,99. 
Rezultati so predstavljeni v tabeli 11. Najnižji korelacijski koeficient sem določil za 
TBHQ, vendar je bil ta še zmeraj relativno visok z vrednostjo 0,9985. Najboljši 
korelacijski koeficient sem določil za MP z vrednostjo 0,9996. Za vse analite je 
korelacija linearna v območju od meje določitve do desetkratnika delovne 
koncentracije, kar v praksi predstavlja približno 10000-kratni koncentracijski razpon.  
4.3.4 Stabilnost raztopin 
Določil sem stabilnost standardne raztopine pri delovni koncentraciji in stabilnost 
analitov v modelni raztopini C, ki sem ji dodal standardno mešanico analitov pri delovni 
koncentraciji. Raztopine sem zaščitil pred svetlobo in hranil v temni steklovini pri 4 C 5 
dni.  
Stabilnost raztopin sem vrednotil glede na vsakodnevno svežo pripravljeno standardno 
raztopino. Rezultate sem podal kot razmerje med določeno vrednostjo na dan analize in 
vrednostjo pri začetnem času. Iz rezultatov, predstavljenih v tabeli 12, je razvidno, da je 
stabilnost modelne raztopine C in standardne raztopine po petih dneh v okviru 
sprejemljivega intervala ± 20 %. Najboljšo stabilnost standardne raztopine sem določil v 
primeru TBHQ, kjer je znašala 96 % glede na začetno vrednost, največje odstopanje pri 
stabilnosti standarda pa sem določil za EP, kjer je znašala 118 %. Pri modelni raztopini 
C sem najboljšo stabilnost določil za TBEP, kjer je znašala 101 %, najslabšo pa za 
NBBS, ki je bila 118 % glede na začetno vrednost. 
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Tabela 12: Stabilnost raztopin. 
 
 stabilnost standardne raztopine stabilnost modelne raztopine C 
 
t = 0 
(µg/L) 
t = 5 dni 
(µg/L) 
% glede na 
začetno vrednost 
t = 0 
(µg/L) 
t = 5 dni 
(µg/L) 
% glede na 
začetno vrednost 
MP 50 54 108 50 54 108 
BHA 2,5 2,7 106 2,4 2,6 111 
BHT 1,5 1,4 94 1,5 1,4 98 
EP 25 29 118 24 27 116 
TBHQ 20 19 96 21 22 108 
PP 5 6 113 5 5 107 
BP 5 6 113 5 6 114 
NBBS 1,0 1,2 115 1,0 1,2 118 
TBEP 3,0 3,1 105 3,0 3,0 101 
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4.3.5 Meja zaznave (LOD) in meja določitve (LOQ) 
Meja zaznave (LOD) in meja določitve (LOQ) sta definirani kot odziv analita, ki daje 
razmerje signal proti šumu (angl. signal-to-noise ratio) vsaj 3 za LOD oziroma vsaj 10 
za LOQ. Oba parametra sem določil eksperimentalno in sicer tako, da sem ustrezno 
redčil standardne raztopine.  
LOD in LOQ za vsak analit sta predstavljena v tabeli 11. V primeru parabenov so LOD 
in LOQ približno desetkrat višji kot v metodah, ki sta jih predstavila Regueiro62 in 
Azzouz s sodelavci63. Pri omenjenih avtorjih je določevanje parabenov potekalo preko 
derivatizacije v hlapnejše in manj polarne derivate, zaradi katerih so oblike 
kromatografskih vrhov bližje idealni Gaussovi krivulji, kar posedično omogoča zaznavo 
nižjih koncentracij parabenov. Če svoje LOD in LOQ primerjam z vrednostmi iz 
metode Farajzadeha s sodelavci30, ki je parabene določeval direktno, so vrednosti v 
mojem delu približno stokrat nižje. Za sintetične fenolne antioksidante sem določil 
primerljive vrednosti, kot jih je določil Cacho s sodelavci84, pri čemer sem jih za razliko 
od omenjene raziskave sam določil direktno, brez derivatizacije. Vrednosti LOD in 
LOQ, ki sem jih določil, znašajo 0,01 μg/L in 0,025 μg/L za BHA, 0,005 μg/L in 0,015 
μg/L za BHT in 0,5 μg/L ter 0,2 μg/L za TBHQ. Kot že omenjeno pri pregledu 
literature, je na temo določevanja sledov NBBS malo objav. Izjema je raziskava, ki jo je 
predstavila Huppert s sodelavci92, v kateri je navedena meja zaznave za NBBS 0,1 μg/L, 
kar je v primerjavi z mojim LOD približno stokrat višja vrednost. Za TBEP je prav tako 
v literaturi le malo primerov določevanja sledov. Fries s sodelavci106 je navedel mejo 
zaznave 0,001 μg/L, kar je v primerjavi z določenimi LOD približno petkrat nižje. 
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4.3.6 Robustnost metode 
Robustnost metode sem ovrednotil z določitvijo ponovljivosti (RSD, n = 6) in točnosti 
metode pri delovni koncentraciji standardov, pri čemer sem uporabil enako stacionarno 
fazo SPME-vlakna (PA) drugega proizvajalca (Restek). Robustnost metode sem 
dokazal tudi z variiranjem parametrov SPME, to so temperature ekstrakcije, časa 
ekstrakcije, dodatka NaCl  za ± 10 %.  
Pri preverjanju robustnosti z vlaknom drugega proizvajalca sem vrednotil ponovljivost 
sistema za analite v standardni raztopini pri delovni koncentraciji in točnost (izkoristek) 
metode pri modelni raztopini C, ki sem ji dodal standardno mešanico analitov v delovni 
koncentraciji. Iz rezultatov, predstavljenih v tabeli 13, je razvidno, da je ponovljivost za 
analite v standardnih raztopinah v primeru uporabe vlakna drugega proizvajalca 
nekoliko slabša. Do izraza je prišla predvsem slabša ponovljivost za vse parabene, kjer 
je najbolj izstopala ponovljivost EP, ki je v primeru uporabe drugega vlakna slabša za 
približno 9 % in je znašala 14,3 %. RSD za MP, PP in BP so znašali 8,9 %, 13,8 % in 
5,9 %. V primeru BHA, NBBS in TBEP je bila ponovljivost z vlaknom drugega 
proizvajalca primerljiva oziroma nekoliko slabša. BHT je edina spojina, pri kateri sem z 
vlaknom drugega proizvajalca določil nekoliko boljšo ponovljivost. Z vlaknom drugega 
proizvajalca sem določil primerljivo točnost metode. Največjo razliko sem opazil pri 
PP, kjer je relativna razlika znašala 9 %, najmanjšo pa pri TBHQ, kjer je bila točnost ne 
glede na uporabljeno vlakno enaka. 
Robustnost kot funkcijo variacije parametrov SPME sem podal kot relativno odstopanje 
koncentracij, določenih v modelni raztopini C z dodatkom mešanice standardov v 
delovni koncentraciji, od vrednosti, določenih skladno z optimizirano metodo. Iz 
odstopanj (glej tabelo 13) je razvidno, da razlike v času inkubacije niso imele 
bistvenega vpliva na ponovljivost določitve analitov. Izjema je bil BHA, pri katerem 
sem v primeru 10 % krajšega časa ekstrakcije (22,5 min) določil 14,5 % odstopanje. V 
primeru 10 % daljšega časa ekstrakcije (27,5 min) sem določil 12,4 % odstopanje. 
Najmanjši vpliv na relativno odstopanje sem opazil pri EP, kjer je bila razlika najmanjša 
pri 10 % krajšem času ekstrakcije in je znašala 0,2 %.  
Izmed vseh preizkušanih parametrov so imele spremembe v temperaturi ekstrakcije 
največji vpliv na relativno odstopanje. Največjo razliko sem določil za BHT, pri 
katerem sem v primeru 10 % nižje temperature (45 °C) določil 18,8 % odstopanje. 
Visoki odstopanji pri znižanju temperature sem določil tudi za PP in BP, in sicer 15,7 % 
in 17,4 %. Zvišanje temperature za 10 % na 55 °C ni imelo tako signifikantnega vpliva 
kot znižanje, saj je največje odstopanje znašalo 9,8 %, določil sem ga pa za TBHQ. Za 
ostale analite so bila odstopanja bistveno manjša. Izpostavil bi BHT, katerega relativno 
odstopanje pri zvišani temperaturi ekstrakcije znaša le 0,3 %, zato lahko predvidevam, 
da je to v okviru ponovljivosti metode. 
Ugotovil sem, da variiranje dodatka NaCl nima bistvenega vpliva na relativna 
odstopanja določenih koncentracij analitov. Največje odstopanje sem opazil pri BHA, 
kjer sem z 10 % zmanjšanjem dodatka NaCl (9 g) določil 8,8 % odstopanje, z 10 % 
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povečanjem (11 g) pa 7,3 %. V primeru ostalih analitov so bila relativna odstopanja 
minimalna. Najmanjši vpliv variacije dodatka NaCl sem opazil pri TBEP, kjer je pri 
zmanjšanju koncentracije NaCl odstopanje znašalo 0,4 %, pri povečanju pa 1,6 %.   
Iz preverjanja robustnosti metode je razvidno, da izbira SPME-vlakna drugega 
proizvajalca sicer nima bistvenega vpliva na same rezultate, so pa le-ti zato lahko 
nekoliko manj natančni. Ugotovil sem, da je temperatura ekstrakcije parameter, ki ga je 
potrebno najstrožje nadzorovati, saj morebitna nihanja kritično vplivajo na rezultate za 
večino analitov. Nasprotno pa čas ekstrakcije in dodatek NaCl sodita med manj 
signifikatne spremenljivke, saj morebitne spremembe v njunih vrednostih nimajo 
bistvenega vpliva na določitev koncentracije analitov, z izjemo BHA. 
Luka Žnideršič: Doktorska disertacija  Rezultati in razprava 
60 
 
Tabela 13: Robustnost metode. Relativna razlika je podana glede na rezultate, pridobljene po optimiziranih pogojih metode. 
 
85 µm PA vlakno 
(drug proizvajalec) 








(n = 6) 
Izkoristek 
(%) 
- 10 % + 10 % - 10 % + 10 % - 10 % + 10 % 
MP 8,9 103 1,6 2,2 10,8 2,9 2,6 4,4 
BHA 6,6 97 14,5 12,4 1,3 4,0 8,8 7,3 
BHT 4,7 92 2,5 2,7 18,8 0,3 1,6 3,8 
EP 14,3 98 0,2 1,4 6,0 1,1 0,9 1,2 
TBHQ 10,0 98 5,2 7,3 11,6 9,8 3,3 1,8 
PP 13,8 92 5,9 8,8 15,7 4,4 1,1 5,5 
BP 5,9 97 4,2 6,5 17,4 5,4 3,5 2,5 
NBBS 5,0 100 6,8 0,5 9,2 3,0 1,1 0,6 
TBEP 8,9 95 2,1 2,9 5,0 0,8 0,4 1,6 
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4.3.7 Selektivnost metode 
Glede na to, da sem kot način detekcije uporabljal tandemsko masno spektrometrijo, 
katere ena izmed največjih prednosti rano visoka selektivnost, je bila verjetnost 
neselektivne metode praktično nična. Kljub temu sem z ustreznim analiziranjem slepih 
raztopin selektivnost metode dokazal že tekom razvoja le-te, dodatno pa potrdil še pri 
preveritvi točnosti. Dokazal sem, da se ne glede na uporabljeno modelno raztopino, 
dodane reagente in modifikacije kromatografskih pogojev na mestu eluiranja analitov in 
internih standardov ne eluira noben kromatografski vrh, ki bi predstavljal motečo 
interferenco.  
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4.4 Testiranje migracije analitov iz materialov za stik z živili 
4.4.1 Testiranje migracije iz realne embalaže z modelnimi raztopinami 
4.4.1.1 Priprava poskusa 
Pri migracijskih eksperimentih sem zraven vode in etanola pripravil in uporabil še 
naslednje modelne raztopine: modelna raztopina A (10 % etanol v vodi (v/v)), modelna 
raztopina B (3 % ocetna kislina v vodi (v/v)), modelna raztopina C (20 % etanol v vodi 
(v/v)) in modelna raztopina D1 (50 % etanol v vodi (v/v). Steklenice sem napolnil s 
približno 330 mL vode, etanola, modelne raztopine A, modelne raztopine B, modelne 
raztopine C in modelne raztopine D1, jih dobro zatesnil s kronskim zamaškom in jih 
postavil v klimatsko komoro KK-900CH proizvajalca Kambič (Semič, Slovenija) (Slika 
23). Pripravil sem po dve paralelki vsakega izmed topil oz. modelnih raztopin v 
steklenici, pri čemer sem prvo postavil pokončno, drugo pa obrnjeno na glavo tako, da 
je bila vsebina steklenice ves čas v stiku s polimernim tesnilom kronskega zamaška. 
Vzorce sem v klimatski komori pustil šest mesecev pri 50 °C. Po končani stresni 
izpostavljenosti sem vzorce obdeloval in pripravil skladno s postopkom, opisanem v 
poglavju 2.4. 
 
Slika 23: Vzorci migracijskega testiranja po končani stresni izpostavljenosti. 
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4.4.1.2 Rezultati poskusa 
Rezultati določitve vsebnosti analitov v migracijski študiji analitov iz realne embalaže 
so predstavljeni v tabeli 14. Iz rezultatov je razvidno, da sem analite zaznal v vsebini 
steklenic, napolnjenih z etanolom in modelno raztopino B, in sicer sem zaznal in določil 
BHA, BHT in NBBS. V etanolni raztopini iz na glavo obrnjene steklenice sem določil 
približno trikrat večjo koncentracijo BHA in skoraj štirikrat večjo koncentracijo NBBS 
kot v pokončno obrnjeni steklenici. V obratno obrnjenih steklenici sem določil približno 
za 30 % več BHT kot v pokončno obrnjenih. V primeru polnitve steklenice z modelno 
raztopino B razlike med pokončnimi in obrnjenimi vzorci niso bile tako očitne, saj sem 
v obrnjeni raztopini določil približno 30 % več BHA, približno 30 % več BHT in 
približno 25 % več NBBS. Z modelno raztopino B se je sicer ekstrahirala daleč najvišja 
koncentracija NBBS, iz česar je mogoče sklepati, da kronski zamaški, uporabljeni v 
mojih poskusih, niso dobra izbira za shranjevanje živil z nižjimi pH vrednostmi. Iz 
razlik v koncentracijah analitov med pokončno in na glavo obrnjenimi vzorci je tudi 
razvidno, da neposreden kontakt z zamaškom sicer vpliva na koncentracije določenih 
analitov, v nekaterih primerih (NBBS) so razlike signifikantne. Razlika v rezultatih 
pokončnih in obrnjenih steklenic je najverjetneje posledica dolgotrajne izpostavljenosti 
agresivnim stresnim pogojem, saj v primeru polnitve steklenic z bolj hlapno (etanol) 
oziroma korozivno (modelna raztopina B) raztopino neposreden kontakt s polimernim 
tesnilom ni več bistvenega pomena za obseg ekstrakcije analitov. V poskusih z 
etanolom in modelno raztopino B sem opazil, da se je polimerno tesnilo kronskega 
zamaška ne glede na postavitev steklenice odlepilo od kovinskega dela in delno 
suspendiralo v modelno raztopino. 
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↑ n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
↓ n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
modelna raztopina A 
↑ n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
↓ n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
modelna raztopina C 
↑ n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
↓ n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
etanol 
↑ n.z. 0,02 ± 0,01 1,24 ± 0,03 n.z. n.z. n.z. n.z. 0,09 ± 0,01 n.z. 
↓ n.z. 0,06 ± 0,01 1,62 ± 0,02 n.z. n.z. n.z. n.z. 0,33 ± 0,01 n.z. 
modelna raztopina B 
↑ n.z. 0,03 ± 0,00 0,03 ± 0,01 n.z. n.z. n.z. n.z. 3,76 ± 0,06 n.z. 
↓ n.z. 0,04 ± 0,01 0,04 ± 0,00 n.z. n.z. n.z. n.z. 4,75 ± 0,03 n.z. 
n.z.: ne zaznam 
↑: pokončno obrnjena steklenica 
↓: na glavo obrnjena na steklenica 
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4.4.2 Testiranje migracije s fermentorjem 
4.4.2.1 Priprava poskusa 
V skladu z uredbo komisije (ES) št. 10/2011 se modelna raztopina C uporablja za 
testiranje migracije v alkoholne pijače z vsebnostjo alkohola do 20 %21. Uporabljeni 
fermentor je namenjen varjenju piva, ki je alkoholna pijača z vsebnostjo alkohola do 10 
%, zato bi bila smiselna odločitev, da za migracijsko študijo uporabim modelno 
raztopino A. Kljub temu sem se z namenom simulacije maksimalno agresivnih, a hkrati 
še realnih pogojev, odločil uporabiti modelno raztopino C, ki sem jo zaradi potrebne 
večje količine etanola pripravil iz denaturiranega etanola. Pred uporabo slednjega sem s 
svojo metodo potrdil, da denaturirani etanol ne vsebuje analitov, ki sem jih določeval. 
Plastičen fermentor sem napolnil s približno 20 L modelne raztopine C in ga dobro 
zatesnil s pomočjo ustreznega pokrova in z vodo napolnjene vrelne vehe (Slika 24). 
Migracijska študija s fermentorjem je potekala v suhem in temnem prostoru pri 
temperaturah med 15 in 20 °C. Vzorčenje je potekalo v 300 mL alikvotih neposredno po 
dodatku modelne raztopine C in nato po enem, treh in petih dnevih, kasneje pa še po 
enem, dveh, treh in štirih tednih, kolikor navadno tudi znaša čas kontakta pivine s steno 
fermentorja v primeru varjenja običajnega piva, če varimo piva z višjimi stopnjami 
alkohola oziroma intenzivnejšimi hmeljnimi aromami, pa je čas stika pivine oziroma 
piva s fermentorjem še daljši. 
 
Slika 24: Plastičen fermentor (30 L), napolnjen s približno 20 L modelne raztopine C.  
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4.4.2.2 Rezultati poskusa 
Kot je razvidno iz koncentracij, predstavljenih v tabeli 15, sem v migracijski študiji s 
fermentorjem v vzorcu določil le MP, BHA in BHT. Koncentracije MP in BHA so pri 
vseh časovnih točkah vzorčenja konstantne in so nihale zgolj v okviru ponovljivosti 
metode. Na podlagi tega lahko potrdim, da sta MP in BHA že bila prisotna na kontaktni 
površini stene fermentorja ob začetku migracijske študije, njune koncentracije pa so 
zato neodvisne od časa izpostavljenosti oziroma vzorčenja. Iz koncentracij BHT, 
določenih v različnih časovnih točkah vzorčenja, pa je razvidno, da njegova 
koncentracija za razliko od MP in BHA ni konstantna, ampak sčasoma narašča. Če bi 
migracijsko študijo s fermentorjem izvajal še dlje časa, bi njegove koncentracije ob 
kasnejših točkah vzorčenja najverjetneje bile še višje. Iz določenih koncentracij in 
prikaza odvisnosti koncentracije BHT od časa izpostavljenosti modelne raztopine C 
kontaktni površini stene fermentorja je razvidno, da je prisotnost BHT posledica 
migracije s kontaktne površine stene fermentorja. Njegova koncentracija v odvzetih 
vzorcih naraste z začetnih 0,02 µg/L na 0,49 µg/L po štirih tednih (Slika 25). 
 
 
Slika 25: Prikaz odvisnosti koncentracije BHT v modelni raztopini C od časa 
izpostavljenosti kontaktni površini stene fermentorja. 
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BHA BHT EP TBHQ PP BP NBBS TBEP 
t = 0 0,90 ± 0,09 0,05 ± 0,01 0,02 ± 0,01 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
dan 1 0,64 ± 0,08 0,07 ± 0,01 0,02 ± 0,01 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
dan 3 0,81 ± 0,09 0,06 ± 0,01 0,03 ± 0,01 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
dan 5 0,93 ± 0,13 0,04 ± 0,01 0,06 ± 0,01 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
1 teden 0,80 ± 0,02 0,06 ± 0,01 0,16 ± 0,03 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
2 tedna 0,81 ± 0,09 0,06 ± 0,01 0,25 ± 0,02 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
3 tedni 0,83 ± 0,02 0,04 ± 0,01 0,31 ± 0,02 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
4 tedni 0,79 ± 0,08 0,04 ± 0,01 0,49 ± 0,01 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
n.z.: ne zaznam 
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4.5 Analiza realnih vzorcev 
Po končani optimizaciji in validaciji sem metodo uporabil tudi za analizo različnih 
komercialno dostopnih in domačih vzorcev alkoholnih pijač in kisov. Skupno sem 
analiziral osemindvajset vzorcev, od tega osem vzorcev žganih pijač, devet vzorcev 
piva, pet vzorcev vina, štiri vzorce kisa in dva vzorca zeliščnih tinktur. Rezultati analize 
realnih vzorcev so predstavljeni v tabeli 16. Iz rezultatov je razvidno, da največje število 
analitov vsebujejo piva. Glede na starost nekaterih vzorcev je nemogoče oceniti, ali so 
zaznani analiti v vzorcih prisotni kot posledica migracije iz materialov za stik z živili, 
ali pa so bili v pijače morda namensko dodani kot stabilnostni aditivi. Nekateri vzorci so 
bili ob času analize stari že več kot 40 let (datum proizvodnje vzorca vina št. 3 namreč 
sega v leto 1976), torej izvirajo še iz časov, ko regulativa glede ustreznosti embalaže kot 
tudi glede samih živilskih izdelkov še sploh ni obstajala, oziroma niti približno ni bila 
tako strogo regulirana, kot je to danes (Slika 26).  
Najpogosteje določen analit je bil BHT, ki sem ga določil v kar dvajsetih vzorcih. 
Koncentracije so bile od 0,02 µg/L (žgana pijača, vino, tinktura) pa do 1,11 µg/L v 
vzorcu kisa. BHA sem določil v dveh vzorcih žganih pijač, pri čemer sta koncentraciji 
znašali 0,18 µg/L in 1,54 µg/L. MP sem z izjemo vzorcev kisa določil v vseh vrstah 
analiziranih vzorcev, najpogosteje v vzorcih piva. Koncentracije MP so znašale od 0,34 
µg/L v žgani pijači vse do 9,63 µg/L v vinu (Slika 27). Največje razlike v 
koncentracijah sem določil pri EP, ki sem ga zaznal v vseh tipih vzorcev. Najmanj EP 
sem določil v vzorcu vina, kjer je bila koncentracija 0,98 µg/L. Največ EP sem določil v 
vzorcu tinkture, kjer je koncentracija znašala kar 2220,99 µg/L, kar je tudi blizu zgornje 
limitne vrednosti linearnega območja metode in daleč najvišja koncentracija izmed vseh 
analitov. PP sem določil v enem vzorcu žgane pijače in v enem vzorcu tinkture, 
koncentraciji sta znašali 1,28 µg/L in 0,40 µg/L. BP sem določil samo v enem vzorcu 
vina, vrednost je bila 0,09 µg/L. NBBS sem določil v dveh vzorcih žganih pijač 
(0,41 µg/L in 0,16 µg/L), v enem vzorcu piva (0,34 µg/L) in v enem vzorcu vina (0,16 
µg/L). TBHQ in TBEP nisem zaznal v nobenem izmed analiziranih vzorcev. 
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1 n.z. n.z. 0,11 ± 0,08 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
2 n.z. n.z. 0,02 ± 0,01 n.z. n.z. n.z. n.z. 0,41 ± 0,04 n.z. 
3 n.z. n.z. 0,06 ± 0,02 1,6 ± 0,3 n.z. n.z. n.z. 0,16 ± 0,03 n.z. 
4 n.z. 0,2 ± 0,1 0,38 ± 0,06 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
5 n.z. n.z. 0,73 ± 0,09 91 ± 2 n.z. 1,3 ± 0,1 n.z. n.z. n.z. 
6 n.z. 2± 1 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
7 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 




1 n.z. n.z. 0,01 ± 0,01 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
2 n.z. n.z. n.z. 1,0 ± 0,8 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
3 1,5 ± 0,2 n.z. 0,07 ± 0,02 2,1 ± 0,2 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
4 3,3 ± 0,2 n.z. n.z. 2 ± 1 n.z. n.z. n.z. 0,34 ± 0,08 n.z. 
5 1,4 ± 0,2 n.z. 0,07 ± 0,02 3 ± 1 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
6 1,1 ± 0,2 n.z. n.z. 2 ± 1 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
7 3 ± 2 n.z. 0,9 ± 0,2 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
8 n.z. n.z. 0,08 ± 0,02 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 




1 9 ± 2 n.z. 0,02 ± 0,01 17 ± 2 n.z. n.z. 0,09 ± 0,03 0,16 ± 0,02 n.z. 
2 n.z. n.z. 0,02 ± 0,01 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
3 6,8 ± 0,1 n.z. n.z. 32 ± 1 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
4 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
5 9 ± 2 n.z. 0,03 ± 0,01 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
ki
s 
1 n.z. n.z. 0,09 ± 0,03 2 ± 1 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
2 n.z. n.z. 0,07 ± 0,03 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
3 n.z. n.z. 0,08 ± 0,03 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 





 1 3  ± 1 n.z. 0,06 ± 0,01 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. 
2 8 ± 1 n.z. 0,02 ± 0,01 2221 ± 3 n.z. 0.40 ± 0.08 n.z. n.z. n.z. 
n.z.: ne zaznam 
 





Slika 26: Nekaj primerov najstarejših analiziranih realnih vzorcev. 
 
Slika 27: Kromatogram vzorca vina št.1 z vrhovi za IS (A), MP (B), BHT (C), EP (D), 
BP (E) in NBBS (F).




Primarni cilj mojega dela je bil razvoj analizne metode za določanje nekaterih 
onesnaževal iz materialov za stik z živili v pijačah. Za namen izbire analitov sem 
najprej izvedel migracijsko študijo na polimernih tesnilih kronskih zamaškov, ki sem jih 
refluktiral v različnih topilih. Zbrane ekstrakte sem najprej obdelal na različne načine, 
jih injiciral v sistem GC-MS in s pomočjo spektralnih knjižnic identificiral večino 
zaznanih vrhov. Na podlagi rezultatov omenjene migracijske študije, pregleda literature 
in verjetnosti pojavljanja analitov v realnih vzorcih sem se odločil za  razvoj metode za 
določanje štirih parabenov (metilparaben (MP), etilparaben (EP), propilparaben (PP), 
butilparaben (BP)), treh fenolnih antioksidantov (butiliran hidroksianizol (BHA), 
butiliran hidroksitoluen (BHT), terc-butilhidrokinon (TBHQ), sulfonamidnega 
plastifikatorja N-butilbenzensulfonamida (NBBS) in organofosfatnega zaviralca gorenja 
tris(2-butoksietil)fosfata (TBEP). Zastavljena naloga je bila kompleksne narave, saj je 
šlo za sočasno določanje devetih analitov iz štirih skupin spojin z različnimi fizikalno-
kemijskimi lastnostmi, zato sem pri razvoju in optimizaciji različnih parametrov 
pričakoval, da idealnih t. i. sweet spot pogojev ne bo mogoče doseči, temveč bo 
potrebno metodo optimizirati za doseganje kar se da zadovoljivih validacijskih 
parametrov. Med razvojem sem stremel k hitri, enostavni, relativno poceni in v 
maksimalni možni meri avtomatizirani metodi.   
Pričakoval sem, da bodo analiti v vzorcih prisotni zgolj v sledovih, zato sem se odločil, 
da bo metoda temeljila na eni izmed modernejših, t. j. hitrih in tudi okolju prijaznih 
ekstrakcijskih tehnik. Kot ustrezna izbira se je izkazala mikroekstrakcija na trdno fazo 
(SPME), ki jo odlikujejo preprosta in hitra izvedba, visoka občutljivost, zahteva po 
majhnih količinah vzorca, nizka cena in možnost avtomatizacije, kar sem tudi uporabil. 
Pri optimizaciji parametrov SPME sem na podlagi eksperimentov s standardnimi 
mešanicami analitov kot najustreznejšo izbral 85 µm PA stacionarno fazo SPME-
vlakna. Preveril in optimiziral sem še vpliv dodatka NaCl, vpliv temperature in časa 
ekstrakcije ter vpliv matrice vzorca na odzive analitov. Ugotovil sem, da za noben 
parameter ne obstaja idealna rešitev, ampak sem bil primoran parametre optimizirati do 
te mere, da sem dosegel sprejemljivo razmerje med dobro odzivnostjo, ponovljivostjo in 
točnostjo določitve analitov ter hitrostjo, robustnostjo metode in ohranjanjem 
življenjske dobe vlakna. Tako so optimalne parametre predstavljali parametri: 100 g/L 
dodatek NaCl in ekstrakcija na SPME-vlakno 25 min pri 50 °C. Razvil sem tudi 
enostavno GC-FID metodo za spremljanje preostalega etanola, ki je v večjih količinah 
kot ključna komponenta v sestavi modelne raztopine C predstavljal motečo interferenco. 
Dokazal sem, da je metoda SPME-GC-MS/MS ustrezno občutljiva, ponovljiva in točna, 
če je delež etanola v matrici še približno 1 % (v/v). Takšno koncentracijo sem dosegel z 
uparevanjem pod znižanim tlakom 5 min pri temperaturi vodne kopeli 60 °C, kar je bil 
ponovno optimiziran parameter na račun validacijskih lastnosti metode za analite. 
Ugotovil sem namreč, da v primeru uparevanja etanola pri višji temperaturi, oziroma 
daljši čas, zaradi hlapnosti BHT kritično zmanjša njegov analizni signal.  
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Tekom razvoja plinskokromatografske metode sem ugotovil, da moderne kolone z UI 
modifikacijo stacionarne faze, konkretno HP-5MS UI kolona, omogočajo zaznavo 
nizkih koncentracij bolj polarnih spojin. Med slednje sodijo tudi parabeni, ki so bili 
predmet mojih raziskav. Zaradi kromatografskih vrhov neustrezne oblike in posledično 
nizkih signalov so opisane metode iz literature omejene na postopke, ki zajemajo 
derivatizacijo do bolj hlapnih analogov. Ena glavnih prednosti moje metode v 
primerjavi z že objavljenimi je, da uporaba HP-5MS UI kolone omogoča neposredno 
določevanje parabenov brez derivatizacije.  
Še ena izmed poglavitnih prednosti moje metode je uvedba poceni internega standarda, 
ki je ne samo primerljiv z izotopsko označenimi analogi, temveč v nekaterih pogledih 
celo boljši. Fenil diklorofosfat (PDCP) se pri raztapljanju pretvori v metoksi obliko, ki 
predstavlja sorodno spojino TBEP, torej lahko trdim, da se obnaša podobno kot vsaj 
eden izmed analitov. Kvantitativno pretvorbo pri omenjeni reakciji sem dokazal tako z 
analizo z GC-MS/MS v TIC načinu snemanja kot tudi z analizo z od kromatografske 
ločbe neodvisnim masnim spektrometrom visoke ločljivosti (HRMS). 
Z razvojem MS/MS metode nisem imel večjih težav, saj je potekal več ali manj v 
skladu z običajnim načinom razvoja takšnih metod. Najprej sem na podlagi TIC masnih 
spektrov izbral primerne prekurzorske ione, nato pa še produktne ione. Za namen 
kvantitativnega vrednotenja sem izbral ustrezne kvantifikacijske prehode, v izogib 
lažnim pozitivnim rezultatom pa še za vsako spojino karakterističen kvalifikacijski 
prehod. Optimiziral sem tudi trkovne energije, kjer sem se zavoljo enostavnih nastavitev 
za vse prehode odločil za vrednost 10 eV.  
Po končanem razvoju in optimizaciji sem svojo metodo tudi ustrezno validiral. Glede na 
odzive analitov, ki sem jih določil tekom razvoja metode, sem se odločil za delovno 
koncentracijo standardne mešanice analitov. Pri tej koncentraciji so bile ploščine vrhov 
vseh analitov in internega standarda primerljive. Validirani parametri metode so bili: 
ponovljivost kromatografskega sistema, točnost (izkoristek metode), linearno območje 
metode, stabilnost analiznih raztopin, selektivnost in robustnost metode. Za vsakega 
izmed analitov sem eksperimentalno določil tudi mejo zaznave (LOD) in mejo določitve 
(LOQ).  
Ponovljivost kromatografskega sistema sem določil s standardno mešanico analitov pri 
LOQ in pri delovni koncentraciji. Točnost metode sem validiral v modelni raztopini C 
na treh koncentracijskih nivojih: pri LOQ, pri 10 % delovne koncentracije in pri delovni 
koncentraciji. Dodatno sem točnost preveril pri delovni koncentraciji analitov še v 
matrici modelne raztopine B, s čimer sem potrdil uporabnost svoje metode v različnih 
matricah. Linearno območje sem dokazal za vse analite v območju od LOQ do 
desetkratnika delovne koncentracije. Za standardne raztopine in raztopine vzorca 
(modelna raztopina C s standardnim dodatkom analitov v delovni koncentraciji) sem 
dokazal stabilnost 5 dni pri hranjenju pri 4°C in zaščitenih pred svetlobo. Z 
eksperimentalno določenimi vrednostmi LOD in LOQ sem se za večino analitov vsaj 
približal oziroma izboljšal občutljivostim, omenjenenim v literaturi. Izjema so bili 
parabeni, kjer v primerjavi z metodami z derivatizacijo metoda dosega približno 
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desetkrat višje LOD in LOQ. Robustnost metode sem dokazal tako, da sem ponovno 
preveril ponovljivost in točnost metode pri delovni koncentraciji analitov, pri čemer 
sem uporabil SPME-vlakno drugega proizvajalca. Za dokaz robustnosti metode sem v 
intervalu ± 10 % variiral tudi nekatere parametre SPME-vzorčenja (temperatura 
ekstrakcije, čas ekstrakcije in vpliv dodatka NaCl) in analiziral modelno raztopino C s 
standardnim dodatkom analitov v delovni koncentraciji. Določil sem minimalno 
odstopanje teh rezultatov od rezultatov, pridobljenih pri optimiziranih pogojih, ter tako 
dokazal, da manjše spremembe v SPME parametrih nimajo signifikantnega vpliva na 
rezultate metode. Izjema je bila variacija temperature ekstrakcije, kjer sem določil 18,8 
% vpliv na rezultat v primeru 10 % znižanja temperature. 
Po končani validaciji sem metodo uporabil za analizo realnih vzorcev in vzorcev iz 
dveh migracijskih študij. Za prvo migracijsko študijo sem napolnil 0,33 L steklenice z 
različnimi modelnimi raztopinami in jih zatesnil z enakimi kronskimi zamaški, kot sem 
jih uporabil pri začetni migracijski študiji za izbiro analitov. Vsak vzorec sem pripravil 
v dveh paralelkah, pri čemer sem prvo steklenico pustil stati pokončno, drugo pa 
obrnjeno na glavo. Vzorce sem v klimatski komori izpostavil konstantni temperaturi 50 
°C za dobo šestih mesecev in jih po končani izpostavljenosti analiziral. V vzorcih, 
pridobljenih iz etanola in modelne raztopine B, sem določil BHA, BHT in NBBS. Med 
vzorci iz pokončno in obratno postavljenih steklenic so pri koncentracijah analitov sicer 
bile opazne razlike, vendar z izjemo NBBS niso bile tako signifikantne in so 
najverjetneje posledica relativno dolgotrajne stresne izpostavljenosti. Slednje potrjuje 
tudi dejstvo, da se je polimerno tesnilo kronskega zamaška ne glede na postavitev 
steklenice odlepilo od kovinskega dela in suspendiralo v modelno raztopino. 
Drugo migracijsko študijo sem izvedel v 30 L plastičnem fermentorju, namenjenem za 
domače pivovarstvo. S pomočjo komercialno dostopnega denaturiranega etanola sem 
pripravil približno 20 L modelne raztopine C in z njo napolnil fermentor. Alikvote 
izpostavljene modelne raztopine sem vzorčil ob različnih časovnih točkah in jih 
analiziral. Izmed vseh analitov sem zaznal samo MP, BHA in BHT. Glede na 
koncentracije, ki sem jih določil ob različnih časovnih točkah, sem ugotovil, da sta MP 
in BHA najverjetneje že prisotna na površini stene fermentorja, saj se njune 
koncentracije skozi čas niso spreminjale. Pri BHT sem glede na enakomerno naraščanje 
koncentracije s časom potrdil, da je njegova prisotnost v vzorcih posledica migracije s 
kontaktne površine stene fermentorja. 
V sklopu analiz realnih vzorcev sem preveril vsebnosti analitov v skupno 
osemindvajsetih vzorcih komercialno dostopnih in domačih alkoholnih pijač in kisov. 
Največji nabor analitov sem določil v vzorcih piva, pri čemer je bil najpogosteje 
določen analit BHT, ki sem ga zaznal v skoraj vseh vzorcih. Izmed devetih analitov, ki 
so bili predmet mojih raziskav, sem jih v realnih vzorcih določil sedem. TBHQ in TBEP 
nisem zaznal v nobenem izmed vzorcev migracijskih študij oziroma realnih vzorcev. 
Rezultati analize realnih vzorcev so zanimivi predvsem zato, ker sem analiziral vzorce, 
ki so bili stari tudi do 40 let in izhajajo še iz časov, ko smernice za ustreznost embalaže 
še sploh niso bodisi obstajale, bodisi niso bile tako stroge kot danes. Ravno zaradi tega 
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bi bilo še zanimivo preveriti, ali so v najstarejših vzorcih prisotne tudi druge, s 
toksikološkega stališča sporne spojine.  
Uspel sem potrditi večino izmed zastavljenih hipotez. 
Razviti bo možno metodo SPME-GC-MS/MS za sočasno določevanje sledov devetih 
analitov iz štirih skupin spojin, pri čemer bo to prva metoda, ki sledove parabenov na 
tak način določuje brez derivatizacije. Hipotezo sem v celoti potrdil. Razvil sem 
metodo SPME-GC-MS/MS, ki omogoča neposredno določanje vseh devetih po 
fizikalno-kemijskih lastnostih medsebojno zelo različnih si analitov. Zaradi uporabe 
HP-5MS UI kolone je parabene mogoče določati brez vpeljave derivatizacijskega 
koraka, kar je glede na literaturni pregled prva takšna metoda. 
Metoda bo imela ustrezne validacijske parametre. Hipotezo sem v celoti potrdil. 
Validacijski parametri, ki sem jih preveril in dokazal njihovo ustreznost, so bili 
ponovljivost kromatografskega sistema, ponovljivost metode, obnovljivost metode, 
točnost (izkoristek) metode, linearno območje, stabilnost analiznih raztopin, robustnost 
metode, selektivnost metode, eksperimentalno pa sem določil tudi mejo zaznave (LOD) 
in mejo določitve (LOQ) za vseh devet analitov. 
Metoda bo hitra, enostavna za izvedbo, v maksimalni možni meri avtomatizirana in 
relativno poceni. Hipotezo sem delno potrdil. Metoda je z izjemo same priprave 
analiznih raztopin in procesa uparjanja pod znižanim tlakom v celoti avtomatizirana. 
Priprava analiznih raztopin je hitra in preprosta. Dokazal sem, da lahko cenovno 
dostopna kemikalija nadomesti drage in včasih tudi težko dostopne izotopsko označene 
interne standarde, s čimer se stroški metode bistveno znižajo, povečata se pa njena 
aplikativnost in dostopnost. 
Metoda bo primerljivo (oziroma bolj) občutljiva kot ostale v literaturi omenjene metode 
z različnimi načini priprave vzorca in različnimi kromatografskimi sklopitvami. 
Hipotezo sem delno potrdil. Z izjemo parabenov metoda omogoča zaznavo primerljivih 
koncentracij sintetičnih fenolnih antioksidantov in nekoliko nižjih koncentracij 
sulfonamidnega plastifikatorja in organofosforjevega zaviralca gorenja. V primerjavi z 
nekaterimi v literaturi objavljenimi metodami so višje meje zaznave ter določitve za 
parabene posledica odsotnosti derivatizacijskega koraka. 
Metoda bo uporabna za analizo realnih vzorcev, v katerih bo možno zaznati vsaj 
sledove in tudi višje koncentracije analitov. Hipotezo sem v celoti potrdil. Analiziral 
sem realne vzorce alkoholnih pijač in kisov različnih starosti. Zaznal sem tako sledove 
kot tudi koncentracije analitov na zgornji meji območja metode. Izmed določevanih 
analitov v nobenem izmed vzorcev nisem zaznal niti TBHQ, niti TBEP. 
Določevane spojine dejansko prehajajo iz embalaže v pijače, posledično smo jim 
izpostavljeni. Hipotezo sem delno potrdil. Izvedel sem migracijski študiji na realnih 
embalažah in na plastičnem fermentorju, pri čemer sem uporabil modelne raztopine, ki 
jih predpisujejo smernice Evropske unije. Dokazal sem, da izmed določevanih analitov 
iz realne embalaže lahko migrirata fenolna antioksidanta BHA in BHT ter sulfonamidni 
plastifikator NBBS. V primeru migracijske študije na plastičnem fermentorju sem 
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dokazal, da koncentracija BHT v odvisnosti od časa narašča, s čimer sem potrdil, da je 
njegova prisotnost v modelni raztopini posledica migracije iz kontaktne površine. 
Svoje raziskave sem objavil tudi v izvirnem znanstvenem članku111. Tekom 
raziskovalnega dela in načrtovanja poskusov sem se naučil soočati z  različnimi 
predvidenimi in tudi nepredvidenimi izzivi, ki mi jih je redno namenjala analizna 
kemija. Spoznal sem, da teorija in praksa ne hodita vedno z roko v roki in da je 
napovedovanje kakršnih koli rezultatov brez eksperimentalne preveritve vedno le 
domneva brez stabilnih temeljev. Izpopolnil sem svoje znanje s področja 
mikroekstrakcijskih tehnik, kromatografije in masne spektrometrije, predvsem pa 
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